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DESCRIPCION
Dominios de unidn dirigidos contra complejos GPCR:proteina G y usos derivados de los mismos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la biologia estructural y la sefializacion del receptor acoplado a
proteinas G (GPCR). En particular, la presente invencion se refiere a Nanobodies dirigidos contra y/o que se unen
especificamente a complejos GPCR:proteina G, en particular Nanobodies que tienen una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1 o una variante de la misma. También se proporcionan secuencias de acido nucleico que codifican
para tales Nanobodies y células que expresan o pueden expresar tales Nanobodies. Los Nanobodies de la presente
invencion pueden usarse como herramientas universales para la caracterizacion estructural y funcional de
receptores acoplados a proteinas G en complejo con proteinas G posteriores y unidos a diversos ligandos naturales
o sintéticos, para investigar las caracteristicas dinamicas de la activacion de proteinas G, asi como para el examen y
los esfuerzos realizados en el descubrimiento de farmacos que hacen uso de complejos GPCR:proteina G.

Antecedentes

Los receptores de siete dominios transmembrana (7TMR), también denominados receptores acoplados a proteinas
G (GPCR), son la clase mas grande de receptores en el genoma humano y son la clase de proteinas seleccionada
como diana con mas frecuencia por agentes terapéuticos farmacéuticos. Se ha realizado un avance sustancial a lo
largo de las tres ultimas décadas en la comprension de diversos GPCR, desde la farmacologia hasta la
caracterizacion funcional in vivo. Recientes estudios estructurales de alta resolucion han proporcionado
conocimientos sobre los mecanismos moleculares de la activacion y la actividad constitutiva de los GPCR (por
ejemplo Rasmussen et al. 2011). Sin embargo, todavia no se poseen los detalles moleculares de como los GPCR
interaccionan con y regulan la actividad de sus dianas posteriores. Las estructuras de los GPCR en complejo con
sus proteinas posteriores son de gran interés, no sélo porque estas interacciones son farmacolégicamente
relevantes, sino también porque la comprensién atémica de las interacciones intermoleculares es clave para
descubrir los secretos de la selectividad funcional, la capacidad de los diferentes agonistas para forzar distintos
efectos posteriores a partir de un solo tipo de receptor. Recientes datos estructurales apoyan la idea de que los
GPCR, pese a su pequefo tamafio, son maquinas alostéricas sofisticadas con multiples salidas de sefializacion.

Los GPCR, una vez activados, transmiten sus sefiales de una manera dependiente de GTP a través de un complejo
de tres proteinas conocido como proteinas G heterotriméricas, o0 Gapy. La unién de ligandos extracelulares a GPCR
modula su capacidad para catalizar el intercambio de GDP-GTP en Gafy, regulando de ese modo el nivel
intracelular de los mensajeros secundarios. El heterotrimero Gafy inactivo estd compuesto por dos elementos
principales, Ga-GDP y el heterodimero GBy. GBy secuestra el elemento switch Il (interruptor II) en Go. de manera
que no puede interaccionar con sistemas de segundos mensajeros, tales como los que implican AMPc, diacilglicerol
y calcio. Los GPCR activados catalizan la liberacion de GDP de Ga, permitiendo que el GTP se una a y libere la
subunidad Go-GTP activada. En este estado, switch Il forma una hélice estabilizada por el fosfato ydel GTP
permitiendo que interaccione con efectores tales como adenilil ciclasa. Aunque se ha avanzado mucho en la
comprension de cémo las subunidades Ga interaccionan con y regulan la actividad de sus dianas posteriores, no
esta claro como los GPCR activados inician este proceso catalizando el intercambio de nucledtidos en Goy.

Los esfuerzos realizados en el descubrimiento de farmacos generalmente se centran en ligandos de molécula
pequefia que se unen competitivamente a un sitio catalitico o activo particular, usando modelos estaticos de la diana
como punto de partida. Este método ha identificado y validado una multitud de agentes terapéuticos de sitio activo
viables en uso actualmente. Sin embargo, tal como refleja la alta tasa de fracaso de nuevos compuestos
farmacologicos (sélo un 8% estimado de los agentes terapéuticos clinicos de fase | obtienen finalmente la
aprobacion de la Food and Drug Administration, con un coste segin un calculo conservador de 800 millones de
dolares por farmaco), muchos esfuerzos son infructuosos y a menudo las dianas se abandonan una vez que se
considera que no son farmacoconvertibles (Lee & Craik, 2009). Una parte considerable de estos fracasos se debe al
hecho de que la mayor parte de la conformacion prominente de la diana en cuestiéon no corresponde a la
conformacién que puede unirse a la que debe unirse un farmaco para ser eficaz para la indicacion terapéutica. Por
ejemplo, los esfuerzos para obtener una estructura de GPCR en estado activo unido a agonista han resultado ser
dificiles debido a la inestabilidad inherente de este estado en ausencia de una proteina G. Recientemente pudieron
obtenerse estructuras de un estado activo de un GPCR, haciendo uso de Nanobodies o Xaperones® de
estabilizacion conformacionalmente selectiva que imitan a las proteinas G y aumentan la afinidad por agonistas en el
sitio ortostérico (Rasmussen et al. 2011). Esto demuestra el poder de Xaperones® para bloquear la estructura de las
dianas farmacoloégicas que mas dificultades presentan en una conformacion terapéuticamente relevante (Steyaert &
Kobilka, 2011) y su utilidad para el descubrimiento de farmacos dirigido permitiendo seleccionar especificamente
posibles farmacos con sensibilidad y selectividad superiores hacia una diana particular (documento
WO02012007593). Una limitacion de este enfoque tecnoldgico es que para cada diana de GPCR es necesario
identificar un Nanobody de estabilizacion especifico, o que no soélo lleva mucho tiempo y coste, sino que también
implica la disponibilidad de diferentes herramientas, como material bioldgico para fines de inmunizacioén y seleccion,
entre otros.
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El documento US20070077597 describe péptidos derivados de proteinas G que se unen especificamente al sitio de
interaccion de la proteina G de un GPCR. El documento W0O2004035614 da a conocer péptidos D, que son
diferentes de las inmunoglobulinas, que se unen especificamente al complejo Go/GDP de un complejo
GPCR:proteina G. El documento W02010043650 se refiere a Nanobodies que se unen especificamente a GPCR.

Por tanto es necesario el desarrollo de nuevas herramientas directas para el analisis estructural y farmacoldgico de
dianas farmacologicas de GPCR.

Sumario de la invenciéon

La revelacion de las caracteristicas estructurales y funcionales de los GPCR en complejo con sus proteinas G
heterotriméricas posteriores y unidos a diversos ligandos naturales y sintéticos es valiosa tanto para comprender los
mecanismos de la transduccién de sefales de GPCR asi como para los esfuerzos realizados en el descubrimiento
de farmacos. Por ejemplo, la obtencion de la estructura del complejo ternario en estado activo compuesto por el
agonista, el GPCR vy la proteina G habia sido hasta ahora infructuosa pero altamente deseada en la biologia
estructural de la transduccion de sefales debido a su biologia escasamente entendida. La cristalogénesis de este
complejo resultd ser extremadamente dificil porque un componente (el receptor) necesita detergentes para
solubilizarse mientras que la proteina G es inestable en detergentes. Ademas, los nucleétidos que se requieren para
la formacioén del complejo también disocian el complejo en un procedimiento transitorio.

Por tanto, y de manera muy inesperada, los inventores identificaron herramientas que estabilizan complejos de
GPCR y proteinas G, que les permitieron capturar y purificar tales complejos, y finalmente cristalizar tales complejos.
Esto facilitara la identificacion de ligandos o compuestos farmacoldgicos, por ejemplo, mediante examen o disefio
virtual basado en la estructura, examen de alto rendimiento o descubrimiento de farmacos basado en fragmentos
(véase por ejemplo el ejemplo 10). Mas especificamente, los inventores han identificado dominios de unién, en
particular dominios variables individuales de inmunoglobulina, adecuados para el analisis estructural y funcional de
un complejo en estado activo compuesto por un agonista, GPCR y proteina G (véase por ejemplo los ejemplos 4-7).
De manera interesante, se demostré que algunos de los dominios de unién selectivos del complejo GPCR:proteina
G se dirigen especificamente contra la proteina G, y no contra el GPCR. Por ejemplo, se identificaron dominios de
union que se unen a Gs en la superficie de contacto de Ga y Gy, sin entrar en contacto con el receptor adrenérgico
beta (véase por ejemplo el ejemplo 3), y que por tanto seran utiles para capturar y estabilizar otros receptores
acoplados a Gs, tal como se demostré para el receptor de arginina-vasopresina 2 (V2R) (véase por ejemplo el
ejemplo 9). Por tanto, es una ventaja particular que los dominios de unién se dirijan contra la proteina G de un
complejo GPCR:proteina G, puesto que un dominio de unién de este tipo puede usarse como herramienta genérica
para estabilizar y capturar complejos en estado activo de la variedad de GPCR que interaccionan con esa proteina G
particular.

Por tanto, segin un primer aspecto, la invencién se refiere a un Nanobody que comprende una secuencia de
aminoacidos que consiste en 4 regiones de marco (de FR1 a FR4) y 3 regiones determinantes de
complementariedad (de CDR1 a CDR3) segun la férmula siguiente (1):

FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4 (1) y que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o una
secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de aminoacidos de al menos el 80% con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 que se dirige contra y/o se une especificamente a un complejo que comprende un
GPCR y una proteina G. Mas especificamente, el Nanobody tal como se describe en el presente documento se une
con mayor afinidad al complejo GPCR:proteina G en comparaciéon con la unién a la proteina G sola. Ademas, el
Nanobody tal como se describe en el presente documento potencia la afinidad de una proteina G por un GPCR. Por
tanto, los Nanobodies de la invencion se dirigen contra y/o se unen especificamente a un epitopo conformacional de
un complejo que comprende un GPCR y una proteina G, y estabilizan o bloquean el complejo en un estado
conformacional activo.

El Nanobody de la invencion se une especificamente a la proteina G comprendida en el complejo, y no al GPCR.

Normalmente, en la naturaleza, las proteinas G estan en una forma unida a nucleétido. Mas especificamente, las
proteinas G (o al menos la subunidad o) estan unidas o bien a GTP o bien a GDP dependiendo del estado de
activacion de un GPCR particular, tal como se describe adicionalmente en el presente documento. La unién de
agonista a un GPCR promueve interacciones con el heterotrimero Gapy unido a GDP lo que conduce a intercambio
de GDP por GTP en Ga, y a la disociacion funcional de la proteina G en las subunidades Go-GTP y Gy, que es
necesaria para la sefalizacion intracelular adicional. En una realizaciéon especifica, el Nanobody de la invencion se
une especificamente a un complejo GPCR:proteina G en ausencia de nucledtidos, mas especificamente los
Nanobodies se unen a un complejo GPCR:proteina G en el que la proteina G esta en una forma libre de nucleétido.
En una realizacioén particular, el Nanobody de la invencién se unira especificamente a un epitopo conformacional en
la superficie de contacto entre la subunidad alfa y beta-gamma de dicha proteina G, y como tal bloquea el sitio de
union a GDP/GTP e interfiere con la union a GDP/GTP. Como tal, y sorprendentemente, el Nanobody de la
invencion impide o inhibe la disociacion del complejo GPCR:proteina G en presencia de nucleétidos, en particular
nucledtidos de guanina o analogos de los mismos, tal como GTPyS. Ademas, el Nanobody de la invencion impide o
inhibe la union de nucledtidos a la proteina G. El Nanobody de la invencién puede desplazar adicionalmente los
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nucledétidos de la proteina G. En realizaciones, los nucleétidos son nucleétidos de guanina, tales como GDP o GTP,
0 analogos de los mismos, tal como GTPyS.

Preferiblemente, el Nanobody de la invenciéon se dirige contra y/o se une especificamente a un complejo que
comprende un GPCR, una proteina G, y uno o mas ligandos de receptor. Normalmente, el ligando de receptor sera
un agonista o un modulador alostérico positivo, o una combinacion de los mismos, preferiblemente un agonista.

Segun otra realizacion preferida, el Nanobody de la invencion se dirige contra y/o se une especificamente a un
complejo que comprende un receptor acoplado a proteinas Gs y una proteina Gs. El GPCR y/o la proteina G
comprendidos en el complejo pueden proceder de especies iguales o diferentes, en particular de una especie de
mamifero. Preferiblemente, el GPCR es una proteina humana.

Ademas, los Nanobodies de la invencion también pueden estar comprendidos en un polipéptido. Ademas, los
Nanobodies pueden inmovilizarse sobre un soporte sélido.

Otro aspecto de la invencion prevé un complejo que comprende un Nanobody de la invencién. En particular, el
complejo comprende un GPCR, una proteina G, y opcionalmente un ligando de receptor. En determinadas
aplicaciones, el complejo es cristalino.

Ademas, la invenciéon también proporciona secuencias de acido nucleico, en particular una secuencia de acido
nucleico que codifica para una secuencia de aminoacidos de un Nanobody de la invencion, asi como vectores
recombinantes que comprenden cualquiera de las secuencias de acido nucleico. Aspectos particularmente
preferidos de la invencién son células que comprenden cualquiera de los vectores o acidos nucleicos segun la
invencion, y como tal, que pueden expresar o son capaces de expresar un GPCR y/o una proteina G. Los cultivos
celulares de células segun la invencion, asi como preparaciones de membrana derivadas de las mismas también
estan dentro del alcance de la presente invencion.

Los Nanobodies, complejos y células pueden ser Utiles en una variedad de contextos y aplicaciones. Asi, por
consiguiente, un aspecto de la invencion se refiere al uso de un Nanobody segun la invenciéon para estabilizar in vitro
un complejo que comprende un GPCR y una proteina G, y opcionalmente un ligando de receptor, en un estado
conformacional activo. En una realizacion especifica, los Nanobodies pueden usarse para impedir la disociacién del
complejo en presencia de nucleétidos, en particular nucledtidos de guanina o analogos de los mismos, tal como
GTPyS. Los Nanobodies segun la invencién, como herramientas para estabilizar complejos GPCR:proteina G y
bloguear el GPCR en un estado conformacional activo, son por tanto muy utiles para una variedad de aplicaciones,
tal como se explica resumidamente mas adelante en el presente documento.

Un objeto de la invencion es el uso de un Nanobody segun la invencion para cristalizar y/o para resolver la
estructura de un complejo que comprende un GPCR y una proteina G, y opcionalmente un ligando de receptor.

También se prevé dentro del alcance de la presente invencion usar un Nanobody segun la invencién o una célula o
una preparaciéon de membrana derivada de la misma, para examinar compuestos que modulan la actividad de
sefalizacion del GPCR.

Ademas, los Nanobodies segun la invencion pueden usarse para capturar una o mas proteinas de interaccion, en
particular proteinas que interaccionan con la proteina G y/o con el GPCR.

Segun realizaciones especificas, la presente invencion proporciona un método in vitro de captura y/o purificacion de
un complejo que comprende un GPCR y una proteina G, comprendiendo el método las etapas de:

a) proporcionar un Nanobody segun la invencion, y

b) permitir que el Nanobody se una a un complejo que comprende un GPCR y una proteina G y opcionalmente un
ligando de receptor, y

c) opcionalmente, aislar el complejo formado en la etapa b).
Otros objetos de la invencion quedaran claros a partir de la descripcion adicional en el presente documento.
Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Ciclo de proteina G para el complejo B2AR:Gs. a, La uniéon de un agonista extracelular a 2AR conduce a
reordenamientos conformacionales de los extremos citoplasmaticos de los segmentos transmembrana que permiten
que el heterotrimero de Gs (o, B y y) se una al receptor (R, R*). GDP se libera de la subunidad a tras la formacion
del complejo R:G. El GTP se une a la subunidad « libre de nucledtido dando como resultado la disociacion de las
subunidades o y By del receptor. Las subunidades regulan sus respectivos canales de proteinas efectoras adenilil
ciclasa (AC) y Ca“*. El heterotrimero de Gs vuelve a montarse a partir de las subunidades o y By tras la hidrolisis de
GTP para dar GDP en la subunidad a.. b, El complejo B2AR:proteina Gs libre de nucledétido purificado se mantiene en
micelas de detergente. La subunidad Gsa consiste en dos dominios, el dominio Ras («Ras) y el dominio de hélice a
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(aAH). Ambos estan implicados en la unién a nucleétidos. En el estado libre de nucleétido, el dominio aAH tiene una
posicion variable en relacién con el dominio aRas.

Figura 2: Formacion de un complejo B2AR:Gs estable. Se logré un complejo f2AR:Gs estable mediante los efectos
combinados de: 1) unidon de un agonista de alta afinidad al receptor con una velocidad de disociacion
extremadamente lenta (tal como se describe en Rasmussen et al., 2011); 2) formaciéon de un complejo libre de
nucledtido en presencia de apirasa que hidroliza el GDP liberado impidiendo que vuelva a unirse y produciendo una
interaccion R:G menos estable; y 3) intercambio con detergente de DDM para MNG-3 que estabiliza el complejo.

Figura 3: Efecto de analogos de nucleétidos, pH y Nanobodies sobre la estabilidad del complejo B2AR:Gs. a)
Filtracion en gel analitica que muestra que los nucledtidos GDP y GTPyS (0,1 mM) produce la disociacion del
complejo B2AR-365:Gs. b) Los fosfatos pirofosfato y forcarnet (usados a 5 mM) que se asemejan a los grupos
nucledtido fosfato no produjeron la alteraciéon del complejo. Sirvieron como aditivos ya que mejoraron el crecimiento
de cristales tanto del complejo T4L-$2AR:Gs (sin Nanobodies), como de T4L-B2AR:Gs:Nb37 y T4L-B2AR:Gs:Nb35.
c) Se determiné el limite de pH para guiar la preparacion de examenes de cristalizacion. Para el mismo fin, se
determiné el efecto de la fuerza idnica (datos no mostrados) usando NaCl a diversas concentraciones. El complejo
es estable en 20, 100 y 500 mM, pero se disocia a NaCl 2,5 M. d) El Nanobody 35 (Nb35, linea discontinua roja) se
une al complejo ternario T4L-B2AR:Gs:BI167107 (linea continua azul) para formar el complejo R:G:Nb35 (linea
continua roja) que es insensible al tratamiento con GTPyS (linea continua verde) a diferencia del complejo R:G
tratado (linea discontinua verde). Nb35 y Nb37 se unen a epitopos separados en el heterotrimero de Gs para formar
un complejo R:G:Nb35:Nb37 (linea continua morada). e) El Nanobody 36 (Nb36, linea discontinua roja) se une al
complejo R:G (linea continua negra) para formar el complejo R:G:Nb36 (linea continua roja) que es menos sensible
al tratamiento con GTPyS (linea continua verde). Nb36 y Nb37 se unen a epitopos separados en el heterotrimero de
Gs para formar un complejo R:G:Nb36:Nb37 (linea continua morada). f) EI Nanobody 37 (Nb37, linea verde) se une
al complejo R:G (linea continua negra) para formar el complejo R:G:Nb37 (linea continua roja). g) El complejo
R:G:Nb37 es insensible al tratamiento con GTPyS (linea continua azul) a diferencia del complejo R:G tratado (linea
discontinua azul).

Figura 4: Efecto de estabilizacion de MNG-3 en el complejo R:G. a) Filtracién en gel analitica de complejos B2AR-
365:Gs purificados en DDM (en negro), MNG-3 (en azul) o dos analogos de MNG-3 (en rojo y verde) tras la
incubacion durante 48 h a 4°C. A diferencia de DDM, los complejos R:G son estables en los detergentes MNG. b)
Efecto de diluir B2AR purificado no ligado en DDM o MNG-3 por debajo de la concentracion micelar critica (CMC) del
detergente tal como se somete a ensayo mediante la unién por saturacion de 3H-dihidro-alprenolol (3H-DHA). La
dilucion de B2AR mantenido en DDM 1000 veces por debajo de la CMC produce pérdida en la uniéon de 3H-DHA
(puntos de datos en negro) tras 20 s. En contraposicion, B2AR en MNG-3 diluido 1000 veces por debajo de la CMC
mantuvo toda su capacidad para unirse al radioligando tras 24 h.

Figura 5: Pureza y homogeneidad del complejo R:G. a) Tincion analitica con SDS-PAGE/azul de Coomassie de
muestras obtenidas en diversas fases de la purificacion de T4L-B.AR:Gs. Se usa el receptor desglicosilado,
desfosforilado y unido al agonista BI167107 en cantidad en exceso de heterotrimero de Gs para determinar la
eficacia de acoplamiento éptima con la fraccion funcional de la proteina G. La purificacion funcional de Gs se logra a
través de su interaccion con el receptor inmovilizado en la resina M1 mientras que Gs no funcional/sin unién se
elimina por lavado. b) Un perfil de elucidon representativo de una de cuatro filtraciones en gel preparativas
consecutivas con el fraccionamiento indicado en rojo. Las fracciones que contenian el complejo R:G se combinaron
dentro de las lineas discontinuas indicadas, se concentraron por centrifugacion y se analizaron para determinar su
pureza y homogeneidad mediante SDSPAGE/azul de Coomassie (a, segunda banda final a la derecha), filtracion en
gel en c), y mediante cromatografia de intercambio aniénico en d). El panel superior muestra el perfil de elucion a
partir de IEC analitica del complejo B2AR-365:Gs que se tratd con APPasa antes de la formacion del complejo en
comparacion con complejo que no se desfosforild dando como resultado una preparacion heterogénea (panel
inferior). EI material menos homogéneo en las fracciones fuera de las lineas discontinuas indicadas en b) se usaron
para experimentos de filtracion en gel analitica del complejo R:G en presencia de diversos compuestos quimicos
(ejemplos en la figura 1).

Figura 6: Diagrama de flujo de los procedimientos de purificacion para preparar el complejo R:G con Nb35.

Figura 7: Purificacion de Nb35 y determinacién de la razén de mezclado de R:G:Nb. a) Cromatografia de intercambio
idnico preparativa tras purificacion por cromatografia de afinidad con niquel del Nanobody 35 (Nb35). EI Nanobody
eluyo en dos poblaciones (mostrado en rojo) como un pico minoritario y un pico homogéneo principal que se recogio,
se concentro mediante centrifugacion y se usé para cristalografia tras la determinacion de la razén de mezclado
apropiada con el complejo R:G tal como se muestra en (b). b) El complejo T4L-32AR:Gs unido al agonista se mezcld
con un ligero exceso de Nb35 (razén molar de 1 a 1,2 de complejo R:G con respecto a Nb35) basandose en sus
concentraciones de proteina y se verificd mediante filtracion en gal analitica.

Figura 8: Cristales del complejo T4L-B2AR:Gs:Nb35 en mesofase de tipo esponja.

Figura 9: Estructura global del complejo B2AR:Gs. a, El empaquetamiento reticular del complejo muestra capas
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alternas de receptor y proteina G dentro del cristal. Se forman contactos abundantes entre proteinas dentro de las
capas acuosas. b, La estructura global del contenido en unidades asimétricas muestra el B2AR (verde) unido a un
agonista (esferas amarillas) e implicado en amplias interacciones con Gsa (naranja). Gas junto con Gf (cian) y Gy
(morado) constituyen la proteina G heterotrimérica Gs. Un Nanobody de unién a Gs (Nb35, rojo) se une a la proteina
G entre las subunidades o y B. El Nanobody (Nb35) facilita la cristalizacion, como lo hace la lisozima de T4
(magenta) unida al extremo amino-terminal del B2AR. c, Los adyuvantes de cristalizacion que omiten el complejo
biolégico, que muestran su localizacion y orientacion dentro de una membrana celular.

Figura 10: Interacciones de Nb35 con Gs dentro del complejo T4L-$2AR:Gs:Nb35 unido a BI-167107. a, Dos vistas
representativas sobre las interacciones de CDR1 (representacion de espacio lleno) de Nb35 (rojo) con G (espacio
lleno, cian). b, Dos vistas representativas sobre las interacciones de CDR3 (representacion de espacio lleno) de
Nb35 (rojo) con GaS (espacio lleno, naranja) y GB (espacio lleno, cian). Mediante la interaccion con GaS y G, Nb35
puede reducir la flexibilidad conformacional del complejo. c. Dos vistas representativas sobre las interacciones de las
regiones de marco de Nb35 (representacion de espacio lleno, rojo) con GaS (naranja).

Figura 11: Contactos cristalinos entre Nb35 y subunidades GaS de complejos adyacentes. Contactos cristalinos que
implican Nb35 (rojo, representacion de espacio lleno) y GaS (naranja) del complejo relacionado con simetria -x,y-
1/2,-z+1 (a) y el complejo relacionado con simetria x,y-1,z (b).

Figura 12: Comparacion de estructuras de B2AR activas e inactivas. a, Vistas lateral y citoplasmatica de la estructura
de B2AR:Gs (verde) en comparacion con la estructura de B2AR unido a carazolol inactivo (azul; Rosenbaum et al.,
2007). Se observan cambios estructurales significativos para el dominio intracelular de TM5 y TM6. TM5 se extiende
mediante dos giros helicoidales mientras que TM6 se mueve hacia afuera 14 A tal como se mide en los carbonos o
de Glu268 (flecha amarilla) en las dos estructuras. b, B2AR:Gs en comparacion con la estructura de 2AR:Nb80 de
estado activo estabilizada por Nanobody (naranja, Rasmussen et al., 2011). c, Las posiciones de los residuos en los
motivos E/DRY y NPxxY y otros residuos clave de las estructuras de B2AR:Gs y B2AR:Nb80 tal como se observa
desde el lado citoplasmatico. Todos los residuos ocupan posiciones muy similares excepto Arg131 que en la
estructura de $2AR:Nb80 interacciona con el Nanobody.

Figura 13: Vistas de densidad electrénica para residuos en la superficie de contacto de R:G. a) El motivo D/ERY en
el extremo citoplasmatico de TM3. b) Interaccion de empaquetamiento entre Arg131 del motivo E/DRY y Tyr391 de
GaS C-terminal. c) EI NPxxY en el extremo citoplasmatico de TM7. d) Interacciones de Thr68 y Tyr141 con Asp130
del motivo E/DRY. Phe139 de IL2 esta enterrado en una cavidad hidréfoba en GaS. e) El bucle f1-a1 (bucle P) de
GaS implicado en la unién a nucleétidos. Los mapeos de densidad electronica son mapas de 2Fo-Fc contorneados
en 1 sigma.

Figura 14: Interacciones de receptor:proteina G. a, b La hélice a5 de GaS se acopla en una cavidad formada en el
lado intracelular del receptor por la abertura de las hélices transmembrana 5 y 6. a. Dentro del nucleo
transmembrana, las interacciones son principalmente no polares. Una excepcién implica el empaquetamiento de
Tyr391 de la hélice a5 contra Arg131 de la secuencia DRY conservada en TM3 (véase también la figura 13). Arg131
también se empaqueta contra Tyr de la secuencia NPxxY conservada en TM7. b. Cuando la hélice a5 sale, el
receptor forma una red de interacciones polares con TM5 y TM3. c, Los residuos de receptor, Thr68 y Asp130,
interaccionan con la hélice IL2 de B2AR a través Tyr141, colocando la hélice de modo que Phe139 del receptor se
acopla en una cavidad hidréfoba en la superficie de la proteina G, asociando de ese modo estructuralmente las
interacciones receptor - proteina G con el motivo DRY altamente conservado del $2AR.

Figura 15: Cambios conformacionales en Gas. a, Una comparacion de Gas en el complejo B2AR:Gs (naranja) con
Gas unida a GTPyS (gris) (PDB ID: 1AZT; Sunahara et al., 1997). GTPyS se muestra como esferas. El dominio
helicoidal de Gas (GasAH) presenta un desplazamiento espectacular en relacién con su posicion en el estado unido
a GTPyS. b, La hélice a5 de Gas esta girada y desplazada hacia el B2AR, alterando el bucle $6-a5 que de otro
modo forma parte de la cavidad de union de GTPyS. c, El bucle B1-a1 (bucle P) y el bucle p6-a5 de Gas
interaccionan con los fosfatos y el anillo de purina, respectivamente, de GTPyS en la estructura de GTPyS-Gas. d,
Los bucles p1-a1y p6-a5 se reordenan en la estructura de B2AR:Gs libre de nucleétido.

Figura 16: Nb37 inhibe la unién de GTPyS a Gas. Se incub6 Bodipy-GTPyS (100 nM) con Gas 1 uM purificado y se
midié el aumento de fluorescencia en tiempo real en presencia de concentraciones crecientes de Nb37.

Figura 17: Nb35 no afecta a la union de GTPyS a Gas. Se incubd Bodipy-GTPyS (100 nM) con Gas 1 uM purificado
y se midio el aumento de fluorescencia en tiempo real en presencia de concentraciones crecientes de Nb35.

Figura 18: Nb35 inhibe la unidon de GTPyS al heterotrimero Gsafy. Se incubd Bodipy-GTPyS (100 nM) con el
heterotrimero Gsofy 1 puM purificado y se midié el aumento de fluorescencia en tiempo real en presencia de
concentraciones crecientes de Nb35.

Figura 19: Purificacion de un complejo AVP:NT4LV2R:Gs estable. a, Representacion esquematica de la purificacion
del complejo AVP:NT4LV2R:Gs usando Ni-NTA seguido por purificacion por afinidad con etiqueta FLAG. b,
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Cromatograma SEC de AVP:NT4LV2R:Gs purificado por afinidad. ¢, SDS-PAGE para monitorizar el esquema de
purificacion. Banda 1: flujo a través de la columna de afinidad con etiqueta FLAG; banda 2: mezcla de AVP,
NT4LV2R y Gs, antes de la purificacion; banda 3: marcador molecular; banda 4: complejo AVP:NT4LV2R:Gs eluido
de SEC; banda 5: complejo AVP:NT4LV2R:Gs tras Ni-NTA seguido por purificacion por afinidad con etiqueta FLAG.

Figura 20: Estabilidad del complejo AVP:NT4LV2R:Gs monitorizada mediante SEC. Linea discontinua:
Cromatograma SEC del complejo AVP:NT4LV2R:Gs tras 24 h de incubacién en hielo. Linea azul: Cromatograma
SEC del complejo AVP:NT4LV2R:Gs tras 48 h de incubacion en hielo. Linea roja, Cromatograma SEC de
AVP:NT4LV2R:Gs tras la incubacion del complejo con 10 uM del antagonista SR121463.

Descripcion detallada de la invencion
DEFINICIONES

La presente invenciéon se describira con respecto a realizaciones particulares y con referencia a determinados
dibujos, pero la invencion no esta limitada a ellos sino sélo por las reivindicaciones. Ningun signo de referencia en
las reivindicaciones se considerara como limitativo del alcance. Los dibujos descritos son sélo esquematicos y no
son limitativos. En los dibujos, el tamafio de alguno de los elementos puede estar exagerado y no dibujado a escala
por fines ilustrativos. Cuando se usa el término “que comprende” en la presente descripcion y en las
reivindicaciones, no excluye otros elementos o etapas. Si se usa un articulo definido o indefinido cuando se hace
referencia a un sustantivo singular por ejemplo “un” o “una”, “el/la”, esto incluye un plural de ese sustantivo, a menos
que especificamente se establezca otra cosa. Ademas, los términos primero, segundo, tercero y similares en la
descripcion y en las reivindicaciones, se usan para distinguir entre elementos similares y no necesariamente para
describir un orden secuencial o cronolégico. Ha de entenderse que los términos asi usados son intercambiables en
circunstancias apropiadas y que las realizaciones de la invencidon descritas en el presente documento pueden
funcionar en otras secuencias distintas de las descritas o ilustradas en el presente documento.

A menos que se defina de otro modo en el presente documento, los términos y expresiones cientificos y técnicos
usados en relacion con la presente invencion tendran los significados que entienden normalmente los expertos
habituales en la técnica. Generalmente, las nomenclaturas usadas en relacion con, y las técnicas de biologia
molecular y celular, genética y quimica de proteinas y acidos nucleicos e hibridacién descritas en el presente
documento son las que se conocen bien y se usan normalmente en la técnica. Los métodos y las técnicas de la
presente invencion se realizan generalmente segin métodos convencionales bien conocidos en la técnica y tal como
se describe en diversas referencias generales y mas especificas que se citan y comentan a lo largo de la presente
memoria descriptiva, a menos que se indique otra cosa. Véanse, por ejemplo, Sambrook ef al. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989); Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, Verdee Publishing Associates (1992, y suplementos hasta 2002).

El término “dominio de unién” o “dominio de unién a proteinas” se refiere generalmente a cualquier molécula que no
se produce de manera natural, o parte de ella, que puede unirse a proteinas o péptidos usando interacciones
intermoleculares especificas. Una variedad de moléculas puede funcionar como dominios de unién a proteinas,
incluyendo, pero sin limitarse a, moléculas proteicas (proteina, péptido, molécula similar a proteina o molécula que
contiene proteinas), moléculas de acido nucleico (acido nucleico, molécula similar a acido nucleico, molécula que
contiene acido nucleico) y moléculas de hidratos de carbono (hidratos de carbono, molécula similar a hidratos de
carbono, molécula que contiene hidratos de carbono). Puede encontrarse una descripcion mas detallada
adicionalmente en la memoria descriptiva.

» o« » o«

Los términos “polipéptido”, “proteina”, “péptido” se usan de manera intercambiable en el presente documento, y se
refieren a una forma polimérica de aminoacidos de cualquier longitud, que puede incluir aminoacidos codificados y
no codificados, aminoacidos modificados o derivatizados quimica o bioquimicamente, y polipéptidos que tienen
estructuras principales peptidicas modificadas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “complejo de proteinas”, o simplemente “complejo”, se refiere
a un grupo de dos o mas cadenas polipeptidicas asociadas. Las proteinas en un complejo de proteinas se unen
mediante interacciones proteina-proteina no covalentes. La “estructura cuaternaria” es la disposicién estructural de
las proteinas plegadas asociadas en el complejo de proteinas. Se entendera que el complejo puede ser un complejo
multimérico que comprende dos, tres, cuatro, cinco, seis o mas polipéptidos. Ademas, el complejo puede
comprender adicionalmente una molécula no proteica.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “molécula de acido nucleico”, “polinuclestido”, “poli(acido
nucleico)”’, “acido nucleico” se usan de manera intercambiable y se refieren a una forma polimérica de nucleétidos de
cualquier longitud, o bien desoxirribonucledtidos o bien ribonucledtidos, o analogos de los mismos. Los
polinucledtidos pueden tener cualquier estructura tridimensional, y pueden realizar cualquier funcién, conocida o
desconocida. Los ejemplos no limitativos de polinucleétidos incluyen un gen, un fragmento de gen, exones, intrones,
ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia, ARN ribosdmico, ribozimas, ADNc, polinucleétidos recombinantes,
polinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, regiones de control, ARN

aislado de cualquier secuencia, sondas de acido nucleico y cebadores. La molécula de acido nucleico puede ser



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2662372713

linea o circular.

Tal como se usa en el presente documento, el término “ligando” o “ligando de receptor” significa una molécula que
se une especificamente a un GPCR, de manera o bien intracelular o bien extracelular. Un ligando puede ser, sin el
fin de ser limitativo, una proteina, un (poli)péptido, un liquido, una molécula pequefia, una estructura de soporte
proteica, un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, un acido nucleico, un hidrato de carbono. Un ligando puede ser
sintético o producirse de manera natural. El término “ligando” incluye un “ligando negativo” que es un ligando que es
un ligando endégeno, natural, para un GPCR nativo. En la mayoria de los casos, un ligando es un “modulador” que
aumenta o disminuye una respuesta intracelular cuando esta en contacto con, por ejemplo se une a, un GPCR que
se expresa en una célula. Los ejemplos de ligandos que son moduladores incluyen agonistas, agonistas parciales,
agonistas inversos, y antagonistas, de los que puede encontrarse una descripcion mas detallada adicionalmente en
la memoria descriptiva.

El término “conformacion” o “estado conformacional” de una proteina se refiere generalmente a la variedad de
estructuras que puede adoptar una proteina en cualquier instante en el tiempo. Un experto en la técnica reconocera
que los determinantes de la conformacion o el estado conformacional incluyen la estructura primaria de una proteina
tal como se refleja en la secuencia de aminoacidos de una proteina (incluyendo aminoacidos modificados) y el
entorno que rodea a la proteina. La conformacion o el estado conformacional de una proteina también se refiere a
caracteristicas estructurales tales como estructuras secundarias de proteinas (por ejemplo, hélice a, lamina B, entre
otras), estructura terciaria (por ejemplo, el plegamiento tridimensional de una cadena polipeptidica), y estructura
cuaternaria (por ejemplo, interacciones de una cadena polipeptidica con otras subunidades proteicas). Las
modificaciones postraducionales y otras a una cadena polipeptidica tal como union a ligando, fosforilacion,
sulfatacion, glicosilacion o uniones de grupos hidrofobos, entre otros, pueden influir en la conformacién de una
proteina. Ademas, factores del entorno, tales como el pH, la concentracion de sal, la fuerza ionica y la osmolalidad
de la disolucion circundante, y la interaccién con otras proteinas y cofactores, entre otros, pueden afectar a la
conformacion de la proteina. El estado conformacional de una proteina puede determinarse o bien por un ensayo
funcional para determinar su actividad o bien por la unién a otra molécula o por medio de métodos fisicos tales como
cristalografia de rayos X, RMN, o marcaje con sondas de espin, entre otros métodos. Para una discusion general de
la conformacion de proteinas y los estados conformacionales, se hace referencia a Cantor y Schimmel, Biophysical
Chemistry, Part I: The Conformation of Biological. Macromolecules. W.H. Freeman and Company, 1980, y Creighton,
Proteins: Structures and Molecular Properties, W.H. Freeman and Company, 1993. Una “conformacion especifica” o
“estado conformacional especifico” es cualquier subconjunto de la variedad de conformaciones o estados
conformacionales que puede adoptar una proteina.

Tal como se usa en el presente documento, una “conformacién funcional” o un “estado conformacional funcional”, se
refiere al hecho de que las proteinas proseen diferentes estados conformacionales que tienen un intervalo dinamico
de actividad, en particular que oscila entre ausencia de actividad y actividad maxima. Los ejemplos de estados
conformacionales funcionales incluyen conformaciones activas y conformaciones inactivas. Debe quedar claro que
“un estado conformacional funcional” pretende cubrir cualquier estado conformacional de un GPCR, que tiene
cualquier actividad, incluyendo ausencia de actividad; y no pretende cubrir los estados desnaturalizados de
proteinas. Una clase particular de conformaciones funcionales que se contempla en el presente documento es una
“conformacion quimiomodulable” y se refiere generalmente a un estado conformacional terapéuticamente relevante
Unico de una proteina diana. Como ilustracion, la conformacion activa del receptor adrenérgico B2 corresponde a la
conformacién quimiomodulable de este receptor para el tratamiento del asma. Por tanto se entendera que la
quimiomodulabilidad esta confinada a conformaciones particulares dependiendo de la indicacién terapéutica.

Los términos “bloqueo” o “atrapamiento” o “fijacién” o “inmovilizacién” con respecto a un estado conformacional
funcional de un GPCR (tal como se define en el presente documento), tal como se usa en el presente documento, se
refiere a la retencion o el mantenimiento de un GPCR en un subconjunto de las posibles conformaciones que de otro
modo podrian adoptar, debido a los efectos de la interaccion del complejo GPCR:proteina G con el dominio de unién
descrito en el presente documento. Por consiguiente, una proteina que esta “atrapada conformacionalmente” o
“fijada conformacionalmente” o “bloqueada conformacionalmente” o “inmovilizada conformacionalmente”, tal como
se usa en el presente documento, es una que se mantiene en un subconjunto de las posibles conformaciones que
de otro modo podria adoptar, debido a los efectos de la interaccion del complejo GPCR:proteina G con el dominio de
unién descrito en el presente documento. Dentro de este contexto, un dominio de unién que se une especifica o
selectivamente a una conformacion o estado conformacional especifico de una proteina se refiere a un dominio de
union que se une con una mayor afinidad a una proteina en un subconjunto de conformaciones o estados
conformacionales que a otras conformaciones o estados conformacionales que puede adoptar la proteina. Un
experto en la técnica reconocera que los dominios de unién que se unen especifica o selectivamente a una
conformaciéon o estado conformacional especifico de una proteina estabilizaran esta conformacién o estado
conformacional especifico.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “regién determinante de complementariedad” o “CDR”
dentro del contexto de los anticuerpos se refieren a regiones variables de cadenas o bien H (pesadas) o bien L
(ligeras) (también abreviadas V4 y Vi, respectivamente) y contiene las secuencias de aminoacidos que pueden
unirse especificamente a dianas antigénicas. Estas regiones CDR representan la especificidad basica del anticuerpo
para una estructura de determinante antigénico particular. Tales regiones también se denominan “regiones
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hipervariables”. Las CDR representan tramos no contiguos de aminoacidos dentro de las regiones variables pero,
independientemente de la especie, se ha encontrado que las ubicaciones posicionales de estas secuencias de
aminoacidos criticos centro de las regiones variables de cadena pesada y cadena ligera tienen ubicaciones similares
dentro de las secuencias de aminoacidos de las cadenas variables. Las cadenas variables pesada y ligera de todos
los anticuerpos canodnicos tienen cada una 3 regiones CDR, cada una no contigua con las otras (denominadas L1,
L2, L3, H1, H2, H3) para las cadenas ligera (L) y pesada (H) respectivas. En particular, los dominios variables
individuales de inmunoglobulina, tales como Nanobodies (tal como se define adicionalmente en el presente
documento), comprenden generalmente una sola cadena de aminoacidos que comprende 4 “secuencias o regiones
de marco” o FR (denominadas FR1, FR2, FR3, FR4) y 3 “regiones determinantes de complementariedad” o CDR
(denominadas CDR1, CDR2, CDR3), cada una no contigua con las otras. La delineacién de las secuencias de CDR
(y por tanto también de las secuencias de FR) se basa en el sistema de numeracion Unico de IMGT para los
dominios V y los dominios similares a V (Lefranc et al. 2003).

Un “epitopo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un determinante antigénico de un polipéptido.
Un epitopo podria comprender 3 aminoacidos en una conformacioén espacial, que es Unica para el epitopo.
Generalmente, un epitopo consiste en al menos 4, 5, 6, 7 de tales aminoacidos, y mas habitualmente, consiste en al
menos 8, 9, 10 de tales aminoacidos. Se conocen en la técnica métodos de determinacion de la conformacion
espacial de aminoacidos, e incluyen, por ejemplo, cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear
multidimensional.

Un “epitopo conformacional”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un epitopo que comprende
aminoacidos en una conformaciéon espacial que es Unica para una conformacion tridimensional plegada del
polipéptido. Generalmente, un epitopo conformacional consiste en aminoacidos que son discontinuos en la
secuencia lineal que confluyen en la estructura plegada de la proteina. Sin embargo, un epitopo conformacional
también puede consistir en una secuencia de aminoacidos lineal que adopta una conformaciéon que es Unica para
una conformacion tridimensional plegada del polipéptido (y no esta presente en un estado desnaturalizado). En los
complejos de proteinas, los epitopos conformacionales consisten en aminoacidos que son discontinuos en las
secuencias lineales de uno o mas polipéptidos que confluyen tras el plegamiento de los diferentes polipéptidos
plegados y su asociacion en una estructura cuaternaria Unica. De manera similar, los epitopos conformacionales
también pueden consistir en el presente documento en una secuencia de aminoacidos lineal de uno o mas
polipéptidos que confluyen y adoptan una conformacion que es Unica para la estructura cuaternaria.

El término “especificidad”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de un dominio de
union, en particular una inmunoglobulina, tal como un anticuerpo, o un fragmento de inmunoglobulina, tal como un
Nanobody, para unirse preferentemente a un antigeno, frente a un antigeno diferente, y no implica necesariamente
alta afinidad (tal como se define adicionalmente en el presente documento). Se dice que un dominio de unién, en
particular una inmunoglobulina, tal como un anticuerpo, o un fragmento de inmunoglobulina, tal como un Nanobody,
que puede unirse especificamente a y/o que tiene afinidad por un antigeno o determinante antigénico especifico (por
ejemplo epitopo) es “contra” o “se dirige contra” dicho antigeno o determinante antigénico. Se dice que un dominio
de unioén tal como se describe en el presente documento es “reactivo de manera cruzada” para dos antigenos o
determinantes antigénicos diferentes si es especifico para estos dos antigenos o determinantes antigénicos
diferentes.

El término “afinidad”, tal como se usa en el presente documento, se refiere al grado en que se une un dominio de
union, en particular una inmunoglobulina, tal como un anticuerpo, o un fragmento de inmunoglobulina, tal como un
Nanobody, a un antigeno para cambiar el equilibrio del antigeno y el dominio de unién hacia la presencia de un
complejo formado por su unién. Por tanto, por ejemplo, cuando se combinan un antigeno y un anticuerpo
(fragmento) en concentracion relativamente igual, un anticuerpo (fragmento) de alta afinidad se unira al antigeno
disponible para cambiar el equilibrio hacia la alta concentracion del complejo resultante. La constante de disociacion
(Ky) se usa frecuentemente para describir la afinidad entre el dominio de unién a proteinas y la diana antigénica.
Normalmente, la constante de disociacién es menor de 10° M. Preferiblemente, la constante de disociacién es
menor de 10° M, mas preferiblemente, menor de 107 M. Lo mas preferiblemente, la constante de disociaciéon es
menor de 10 M.

Los términos “unir especificamente” y “unién especifica”, tal como se usan en el presente documento, se refieren
generalmente a la capacidad de un dominio de union, en particular una inmunoglobulina, tal como un anticuerpo, o
un fragmento de inmunoglobulina, tal como un Nanobody, para unirse preferentemente a un antigeno particular que
esta presente en una mezcla homogénea de diferentes antigenos. En determinadas realizaciones, una interaccion
de unién especifica diferenciara entre antigenos deseables e indeseables en una muestra, en algunas realizaciones
mas de aproximadamente 10 a 100 veces o mas (por ejemplo, mas de aproximadamente 1000 6 10.000 veces).

” o« ” o«

Los términos “unir especificamente”, “unir selectivamente”, “unir preferentemente” y equivalentes gramaticales de los
mismos, se usan de manera intercambiable en el presente documento. Los términos “especifico conformacional” o
“selectivo conformacional” también se usan de manera intercambiable en el presente documento.

Una “delecion” se define en el presente documento como un cambio en cualquier secuencia de aminoacidos o
nucledtidos en el que uno o mas residuos de aminoacido o nucledtido, respectivamente, estan ausentes en
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comparacion con una secuencia de aminoacidos o secuencia de nucledtidos de un polipéptido o acido nucleico
original. Dentro del contexto de una proteina o un fragmento de la misma, una delecidon puede implicar la delecién de
aproximadamente 2, aproximadamente 5, aproximadamente 10, hasta aproximadamente 20, hasta
aproximadamente 30 o hasta aproximadamente 50 o mas aminoacidos. Una proteina o un fragmento de la misma
puede contener mas de una delecion. Dentro del contexto de un GPCR, una deleciéon puede ser en particular una
delecion de bucle, o una delecion de extremo N- y/o C-terminal.

Una “insercion” o “adicion” es ese cambio en una secuencia de aminoacidos o nucledtidos que ha dado como
resultado la adicion de uno o mas residuos de aminoacido o nucleétido, respectivamente, en comparacién con una
secuencia de aminoacidos o secuencia de nucleétidos de una proteina original. “Inserciéon” se refiere generalmente a
la adicién a uno o mas residuos de aminoacido dentro de una secuencia de aminoacidos de un polipéptido, mientras
que “adicion” puede ser una insercién o referirse a residuos de aminoacido afiadidos en un extremo N- o C-terminal,
0 en ambos extremos terminales. Dentro del contexto de una proteina o un fragmento de la misma, una insercién o
adicion es habitualmente de aproximadamente 1, aproximadamente 3, aproximadamente 5, aproximadamente 10,
hasta aproximadamente 20, hasta aproximadamente 30 o hasta aproximadamente 50 o mas aminoacidos. Una
proteina o fragmento de la misma puede contener mas de una insercion.

Una “sustitucién”, tal como se usa en el presente documento, resulta de la sustitucién de uno o mas aminoacidos o
nucledtidos por diferentes aminoacidos o nucleétidos, respectivamente en comparacién con una secuencia de
aminoacidos o secuencia de nucledtidos de una proteina original o un fragmento de la misma. Se entiende que una
proteina o un fragmento de la misma puede tener sustituciones de aminoacidos conservativas que sustancialmente
no tienen efecto sobre la actividad de la proteina. Mediante sustituciones conservativas pretende hacerse referencia
a combinaciones tales como Gly, Ala; Val, lle, Leu, Met; Asp, Glu; Asn, GIn; Ser, Thr; Lys, Arg; Cys, Met; y Phe, Tyr,
Trp.

El término “identidad de secuencia” tal como se usa en el presente documento se refiere al grado en que las
secuencias son idénticas en una base de nucleétido por nucleétido o una base de aminoacido por aminoacido a lo
largo de una ventana de comparacion. Por tanto, un “porcentaje de identidad de secuencia” se calcula comparando
dos secuencias alineadas de manera 6ptima a lo largo de la ventana de comparacion, determinando el nimero de
posiciones en las que aparecen la base de acido nucleico idéntica (por ejemplo, A, T, C, G, |) o el residuo de
aminoacido idéntico (por ejemplo, Ala, Pro, Ser, Thr, Gly, Val, Leu, lle, Phe, Tyr, Trp, Lys, Arg, His, Asp, Glu, Asn,
GIn, Cys y Met) en ambas secuencias para dar el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de
posiciones coincidentes entre el nimero total de posiciones en la ventana de comparacion (es decir, el tamafo de la
ventana), y multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencia. La determinacion del
porcentaje de identidad de secuencia puede realizarse manualmente, o haciendo uso de programas informaticos
que estan disponibles en la técnica.

“Cristal” o “estructura cristalina”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un material solido, cuyos
atomos, moléculas o iones constituyentes estan dispuestos en un patrén de repeticion ordenado que se extiende en
las tres dimensiones espaciales. El procedimiento de formar una estructura cristalina a partir de un fluido o a partir
de materiales disueltos en el fluido a menudo se denomina “cristalizacion” o “cristalogénesis”. Los cristales de
proteinas casi siempre crecen en disolucién. En enfoque mas comun es disminuir la solubilidad de sus moléculas
componentes gradualmente. El crecimiento de cristales en disolucion se caracteriza por dos etapas: nucleacion de
una unidad cristalina microscopica (que tiene posiblemente sélo 100 moléculas), seguido por el crecimiento de esa
unidad cristalina, de manera ideal para dar un cristal de calidad para difraccién.

“Cristalografia de rayos X”, tal como se usa en el presente documento, es un método de determinacion de la
disposicion de atomos dentro de un cristal, en la que un haz de rayos X incide sobre un cristal y se difracta en
muchas direcciones especificas. A partir de los angulos e intensidades de estos haces difractados, un cristalégrafo
puede producir una imagen tridimensional de la densidad de electrones dentro del cristal. A partir de esta densidad
electrénica, pueden determinarse las posiciones medias de los atomos en el cristal, asi como sus uniones quimicas,
su desorden y otra informacion diversa, tal como conoceran los expertos en la técnica.

El término “coordenadas atémicas”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un conjunto de
coordenadas tridimensionales para atomos dentro de una estructura molecular. En una realizacion, las coordenadas
atomicas se obtienen usando cristalografia de rayos X segin métodos bien conocidos por los expertos habituales en
la técnica de la biofisica. Descrito brevemente, pueden obtenerse patrones de difraccion de rayos X realizando la
difraccion de rayos X de un cristal. Los datos de difraccion se usan para calcular un mapa de densidad electrénica
de la celda unidad que comprende el cristal; dichos mapas se usan para establecer las posiciones de los atomos (es
decir, las coordenadas atomicas) dentro de la celda unidad. Los expertos en la técnica entienden que un conjunto de
coordenadas de estructura determinadas mediante cristalografia de rayos X contiene errores convencionales. En
otras realizaciones, pueden obtenerse coordenadas atémicas usando otros métodos biofisicos experimentales de
determinacion de la estructura que pueden incluir métodos de difraccion de electrones (también conocida como
cristalografia de electrones) y resonancia magnética nuclear (RMN). Aln en otras realizaciones, pueden obtenerse
coordenadas atomicas usando herramientas de modelado molecular que pueden basarse en uno o mas de
algoritmos de plegamiento de proteinas desde el principio, minimizacion de energia y modelado basado en la
homologia. Estas técnicas también las conocen bien los expertos habituales en las técnicas de biofisica y
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bioinformatica.

“Resolver la estructura” tal como se usa en el presente documento se refiere a determinar la disposiciéon de atomos o
las coordenadas atomicas de una proteina, y a menudo se realiza mediante un método biofisico, tal como
cristalografia de rayos X.

El término “compuesto” o “compuesto de prueba” o “compuesto candidato” o “compuesto candidato a farmaco” tal
como se usa en el presente documento describe cualquier molécula, ya se produzca de manera natural o sintética
que se somete a prueba en un ensayo, tal como un ensayo de examen o ensayo de descubrimiento de farmaco.
Como tal, estos compuestos comprenden compuestos organicos € inorganicos. Los compuestos incluyen analogos
de hormonas, lipidos o polinucledtidos que se caracterizan por pesos moleculares bajos. Otros compuestos de
prueba organicos biopoliméricos incluyen péptidos o moléculas similares a péptidos (peptidomiméticos) pequefios
que comprenden desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 40 aminoacidos y polipéptidos mas grandes
que comprenden desde aproximadamente 40 hasta aproximadamente 500 aminoacidos, tales como anticuerpos,
fragmentos de anticuerpo o conjugados de anticuerpo. Los compuestos de prueba también pueden ser estructuras
de soporte de proteinas. Para fines de alto rendimiento, pueden usarse bibliotecas de compuestos de prueba, tales
como bibliotecas combinatorias o aleatorizadas que proporcionan un intervalo de diversidad suficiente. Los ejemplos
incluyen, pero no se limitan a, bibliotecas de compuestos naturales, bibliotecas de compuestos alostéricos,
bibliotecas de péptidos, bibliotecas de fragmentos de anticuerpos, bibliotecas de compuestos sintéticos, bibliotecas
basadas en fragmentos, bibliotecas de presentacion en fagos, y similares. Puede encontrarse una descripcion mas
detallada adicionalmente en la memoria descriptiva.

» o« » o« U

Tal como se usan en el presente documento, los términos “determinar”, “medir”, “evaluar”, “monitorizar” y “someter a
ensayo” se usan de manera intercambiable e incluyen determinaciones tanto cuantitativas como cualitativas.

El término “biolégicamente activo”, con respecto a un GPCR, se refiere a un GPCR que tienen una funcion
bioquimica (por ejemplo una funcién de unién, una funcién de transduccién de sefiales, o una capacidad para
cambiar la conformacién como resultado de la unién a ligando) de un GPCR que se produce de manera natural.

Los términos “cantidad terapéuticamente eficaz”, “dosis terapéuticamente eficaz” y “cantidad eficaz’, tal como se
usan en el presente documento, significan la cantidad necesaria para lograr el resultado o resultados deseados.

El término “farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente documento, significa un material que no
es indeseable ni biolégicamente ni de otro modo, es decir, el material puede administrarse a un individuo junto con el
compuesto sin producir ningun efecto o interaccion bioldgica indeseable de manera perjudicial con cualquier otro de
los componentes de la composicion farmacéutica en la que esta contenido.

Descripcion detallada

Pese a la gran diversidad de ligandos que puede activar a los GPCR, interaccionan con un numero relativamente
pequerio de proteinas intracelulares para inducir un cambio fisiolégico profundo. Las proteinas G heterotriméricas, -
arrestinas y GPCR cinasas se conocen bien por su capacidad para reconocer especificamente GPCR en su estado
activo, aunque se entienden escasamente tanto desde el punto de vista estructural asi como del funcional. Por tanto,
de manera sorprendente y ventajosa, se identificaron dominios de unién que se unen especificamente a complejos
GPCR:proteina G y que pueden estabilizar o bloquear el complejo en un estado conformacional funcional, en
particular un estado conformacional activo. Ademas, los dominios de union son herramientas genéricas para la
estabilizacion y la captura de un GPCR de eleccion en su estado unido a proteinas G, que se supone que representa
generalmente un estado activo de un GPCR (tal como se define en el presente documento).

Por consiguiente, un primer aspecto de la memoria descriptiva se refiere a un dominio de union que se dirige contra
y/o se une especificamente a un complejo que comprende un GPCR y una proteina G.

El dominio de unién descrito en el presente documento puede ser cualquier molécula que no se produce de manera
natural o parte de la misma (tal como se defini6 anteriormente en el presente documento) que puede unirse
especificamente a un complejo que comprende un GPCR y una proteina G. Los dominios de unién tal como se
describe en el presente documento pueden ser estructuras de soporte de proteinas. El término “estructura de
soporte de proteinas” se refiere generalmente a unidades de plegamiento que forman estructuras, particularmente
estructuras de proteinas o péptidos, que comprenden regiones de marco para la unién de otra molécula, por ejemplo
una proteina (véase, por ejemplo, Skerra (2000), para una revision). Un dominio de unién puede derivarse de una
molécula que se produce de manera natural, por ejemplo de componentes del sistema inmunitario innato o
adaptativo, o puede disefiarse de manera completamente artificial. Un dominio de unién puede basarse en
inmunoglobulinas o puede basarse en dominios presentes en proteinas, incluyendo pero sin limitarse a, proteinas
microbianas, inhibidores de proteasa, toxinas, fibronectina, lipocalinas, proteinas de superhélice antiparalela de
cadena individual o proteinas con motivo de repeticion. Los ejemplos de dominios de uniéon que se conocen en la
técnica incluyen, pero no se limitan a: anticuerpos, anticuerpos de cadena pesada (HcAc), anticuerpos de dominio
individual (sdAb), minicuerpos, el dominio variable derivado de anticuerpos de cadena pesada de camélidos (VHH o
Nanobodies), el dominio variable de los nuevos receptores antigénicos derivados anticuerpos de tiburédn (VNAR),
alfacuerpos, proteina A, proteina G, dominios de repeticion de anquirina disefiados (DARPIns), repeticiones de tipo I
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de fibronectina, anticalinas, knottinas, dominios CH2 obtenidos por ingenieria genética (nanoanticuerpos), péptidos y
proteinas, lipopéptidos (por ejemplo pepducinas), ADN y ARN (véase, por ejemplo, Gebauer & Skerra, 2009; Skerra,
2000; Starovasnik et al., 1997; Binz et al., 2004; Koide et al., 1998; Dimitrov, 2009; Nygren et al. 2008; documento
WO02010066740). Con frecuencia, cuando se genera un tipo particular de dominio de unién usando métodos de
seleccion, se usan bibliotecas combinatorias que comprenden una secuencia consenso o secuencia de region de
marco que contiene residuos de interaccion potencial aleatorizados para examinar la unién a una molécula de
interés, tal como una proteina.

El dominio de union descrito en el presente documento puede dirigirse contra y/o unirse especificamente a cualquier
complejo GPCR:proteina G de eleccion. Los complejos diana preferidos son complejos de un GPCR y una proteina
G que se producen en la naturaleza o, alternativamente, por ejemplo en caso de variantes que no se producen de
manera natural (tal como se describe adicionalmente en el presente documento) de varios GPCR vy proteina G,
complejos en los que el GPCR vy la proteina G se asociaran en las condiciones fisiolégicas apropiadas. El experto en
la técnica entendera que la relacién estructural entre GPCR y proteina G determina si puede formarse un complejo
GPCR:proteina G particular, que se detallara adicionalmente a continuacién para los miembros de la familia de
proteinas G y miembros de la familia de GPCR.

Con “proteinas G” quiere decirse la familia de proteinas de unién a nucleétidos de guanina implicadas en la
transmision de sefiales quimicas fuera de la célula, y la produccion de cambios dentro de la célula. Las proteinas G
son componentes moleculares clave en la transduccion de sefales intracelulares tras la union del ligando al dominio
extracelular de un GPCR. También se denominan “proteinas G heterotriméricas”, o “proteinas G grandes”. Las
proteinas G consisten en tres subunidades: alfa (a), beta () y gamma (y) y su clasificacion se basa en gran medida
en la identidad de sus distintas subunidades a, y en la naturaleza del acontecimiento de transduccion posterior. La
clasificacion adicional de las proteinas G procede del analisis de homologia de la secuencia de ADNc. Las proteinas
G se unen o bien a guanosina difosfato (GDP) o bien a guanosina trifosfato (GTP), y poseen dominios de union a
nucledtidos de guanina altamente homdlogos y distintos dominios para interacciones con receptores y efectores.
Diferentes subclases de proteinas Ga, tales como Gas, Gai, Gaq y Ga12, entre otras, sefializan a través de distintas
rutas que implican moléculas de segundo mensajero tales como AMPc, inositol trifosfato (IP3), diacilglicerol, Ca®*
intracelular y RhoA GTPasas. Para ilustrar esto adicionalmente, la subunidad o (39 - 46 kDa) contiene el sitio de
union a nucledtido de guanina y posee actividad GTPasa; las subunidades B (37 kDa) y y (8 kDa) estan
estrechamente asociadas y funcionan como un heterodimero By. Hay 23 tipos (incluyendo algunas isoformas de
corte y empalme) de subunidades o, 6 de B, y 11 de y descritas actualmente. Las clases de proteinas G y
subunidades se escriben como subindice: por tanto, por ejemplo, la subunidad o de la proteina Gs (que activa la
adenilato ciclasa) es Gsa; otras proteinas G incluyen Gi, que difiere de Gs estructuralmente (diferente tipo de
subunidad «) e inhibe la adenilato ciclasa. En la tabla 1 se facilitan ejemplos adicionales.

Normalmente, en la naturaleza, las proteinas G estan en una forma unida a nucleétido. Mas especificamente, las
proteinas G (o al menos la subunidad o) estan unidas o bien a GTP o bien a GDP dependiendo del estado de
activacion de un GPCR particular. La union de un agonista a un GPCR promueve interacciones con el heterotrimero
Goapy unido a GDP lo que conduce a intercambio de GDP por GTP en Ga, y a la disociacion funcional de la proteina
G en las subunidades Ga-GTP y Gpy. Las subunidades Goa-GTP y GPy separadas pueden modular, o bien
independientemente o bien en paralelo, efectores celulares aguas abajo (canales, cinasas u otras enzimas, véase la
tabla 1). La actividad GTPasa intrinseca de Gy conduce a hidrdlisis de GTP para dar GDP y la asociacién de nuevo
de las subunidades Ga-GDP y Gpy, y la terminaciéon de la sefializacion. Por tanto, las proteinas G sirven como
interruptores moleculares regulados que pueden provocar sefiales de bifurcacion a través de efectos en las
subunidades a y By. El interruptor se activa por el receptor y se desactiva por si mismo en el plazo de algunos
segundos, un tiempo suficiente para la amplificacion considerable de la transduccion de sefales.

Los “receptores acoplados a proteinas G”, o “GPCR”, tal como se usan en el presente documento, son polipéptidos
que comparten un motivo estructural comun, que tienen siete regiones de entre 22 y 24 aminoacidos hidréfobos que
forman siete hélices alfa, cada una de las cuales abarca la membrana. Cada extension se identifica por un nimero,
es decir, transmembrana-1 (TM1), transmembrana-2 (TM2), etc. Las hélices transmembrana se unen mediante
regiones de aminoacidos entre transmembrana-2 y transmembrana-3, transmembrana-4 y transmembrana-5, y
transmembrana-6 y transmembrana-7 en el exterior, o lado “extracelular”, de la membrana celular, denominadas
regiones “extracelulares” 1, 2y 3 (EC1, EC2 y EC3), respectivamente. Las hélices transmembrana también se unen
mediante regiones de aminoacidos entre transmembrana-1 y transmembrana-2, transmembrana-3 y
transmembrana-4, y transmembrana-5 y transmembrana-6 en el interior, o lado “intracelular’, de la membrana
celular, denominadas regiones “intracelulares” 1, 2y 3 (IC1, IC2 e IC3), respectivamente. El extremo “carboxilo” (“C”)
terminal del receptor se encuentra en el espacio intracelular dentro de la célula, y el extremo “amino” (“N”) terminal
del receptor se encuentra en el espacio extracelular fuera de la célula. Cualquiera de estas regiones son facilmente
identificables mediante el andlisis de la secuencia de aminoacidos primaria de un GPCR.

La estructura y la clasificacion del GPCR generalmente se conoce bien en la técnica y pueden encontrarse
comentarios adicionales de GPCR en Probst ef al. 1992; Marchese et al. 1994; Lagerstrom & Schioth, 2008;
Rosenbaum et al. 2009; y los siguientes libros: Jurgen Wess (Ed) Structure-Funtion Analysis of G Protein-Coupled
Receptors publicado por Wiley-Liss (12 edicion; 15 de octubre de 1999); Kevin R. Lynch (Ed) Identification and
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Expression of G Protein-Coupled Receptors publicado por John Wiley & Sons (marzo de 1998) y Tatsuya Haga (Ed),
G Protein-Coupled Receptors, publicado por CRC Press (24 de septiembre de 1999); y Steve Watson (Ed) G-Protein
Linked Receptor Factsbook, publicado por Academic Press (12 edicion; 1994). Los GPCR pueden agruparse
basandose en la homologia de secuencia en varias familias distintas. Aunque todos los GPCR tienen una
arquitectura similar de siete hélices o que abarcan la membrana, las diferentes familias dentro de esta clase de
receptores no muestran homologia de secuencia entre si, lo que sugiere por tanto que la similitud de su estructura
de dominios transmembrana podria definir requisitos funcionales comunes. Una perspectiva global del repertorio de
GPCR fue posible cuando estuvo disponible el primer borrador del genoma humano. Fredriksson y sus colegas
dividieron 802 GPCR humanos en familias basandose en criterios filogenéticos. Esto mostré que la mayor parte de
los GPCR humanos pueden encontrarse en cinco familias principales, denominadas rodopsina, adhesién, secretina,
glutamato, frizzled/taste2 (Fredriksson et al., 2003).

Los miembros de la familia de rodopsina (correspondiente a la clase A (Kolakowski, 1994) o la clase 1 (Foord et al
(2005) en los sistemas de clasificacion antiguos) solo tienen pequefios bucles extracelulares y la interaccion de los
ligandos se produce con residuos dentro de la hendidura transmembrana. Es con diferencia el grupo mas grande
(>90% de los GPCR) y contiene receptores para pequefias moléculas de olor tales como catecolaminas y aminas,
(neuro)péptidos y hormonas de glicoproteina. La rodopsina, un representante de esta familia, es el primer GPCR
para el que se ha resuelto la estructura (Palczewski et al., 2000). B2-AR, el primer receptor que interacciona con un
ligando difusible para el que se ha resuelto la estructura (Rosenbaum et al, 2007) también pertenece a esta familia.
Basandose en el analisis filogenético, los receptores de clase 2 o GPCR de clase B (Foord ef al, 2005) se han
subdividido recientemente en dos familias: adhesion y secretina (Fredriksson et al., 2003). Los receptores de
adhesion y secretina se caracterizan por un dominio extracelular amino terminal relativamente largo implicado en la
union al ligando. Se sabe poco sobre la orientacion de los dominios transmembrana, pero probablemente es
bastante diferente de la de rodopsina. Los ligandos para estos GPCR son hormonas, tales como glucagoén,
secretina, hormona liberadora de gonadotropina y hormona paratiroidea. Los receptores de la familia del glutamato
(receptores de clase C o clase 3) también tienen un gran dominio extracelular, que funciona como la planta carnivora
“Venus atrapamoscas” puesto que puede abrirse y cerrarse con el agonista unido dentro. Los miembros de la familia
son receptores metabotropicos de glutamato, de deteccion de Ca®* y de &cido y-aminobutirico (GABA)-B.

Los GPCR incluyen, sin limitacién, receptores olfativos de serotonina, receptores de hormonas de glucoproteina,
receptores de quimiocinas, receptores de adenosina, receptores de aminas biégenas, receptores de melanocortinas,
receptores de neuropéptidos, receptores quimiotacticos, receptores de somatostatina, receptores opioides,
receptores de melatonina, receptores de calcitonina, receptores de PTH/PTHrP, receptores de glucagon, receptores
de secretina, receptores de latrotoxina, receptores metabotrépicos de glutamato, receptores de calcio, receptores de
GABA-B, receptores de feromonas, los receptores activados por proteasas, las rodopsinas y otros receptores de
siete segmentos transmembrana acoplados a proteinas G. Los GPCR también incluyen esos receptores GPCR
asociados entre si como dimeros homoméricos o heteroméricos o como oligdmeros de orden superior. Las
secuencias de aminoacidos (y las secuencias de nucleétidos de los ADNc que los codifican) de los GPCR estan
facilmente disponibles, por ejemplo, haciendo referencia a GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez).

Por tanto, en el presente documento se proporcionan dominios de unidén que se dirigen contra y/o se unen
especificamente a complejos GPCR:proteina G, en los que la proteina G se selecciona del grupo que consiste en
Gs, Gi, Go, Gt, Ggust, Gz, Golf, Gg, G12 y G13. Preferiblemente, la proteina G es Gs. En otro ejemplo preferido, la
proteina G es Gi. Todavia en otro ejemplo preferido, la proteina G es Gt, mas especificamente transducina. En
correspondencia con ello, el GPCR comprendido dentro del complejo se selecciona del grupo que consiste en un
receptor acoplado a Gs, un receptor acoplado a Gi, un receptor acoplado a Go, un receptor acoplado a Gt, un
receptor acoplado a Ggust, un receptor acoplado a Golf, un receptor acoplado a Gq, un receptor acoplado a G12 y
un receptor acoplado a G13. En un ejemplo preferido, el GPCR es un receptor acoplado a Gs. En otro ejemplo
preferido, el GPCR es un receptor acoplado a Gi. Todavia en otro ejemplo preferido, el GPCR es un receptor
acoplado a Gt, mas especificamente rodopsina. En la tabla 1 se facilitan ejemplos no limitativos particulares.

Tabla 1. Ejemplos no limitativos de la relacion de receptores acoplados a proteinas G y rutas de sefializacion.

Familia de | Subunidad oo | Efectores/rutas de sefializacion Uso/receptores
proteinas G
Familia de
Gi
Gi o Inhibicion de adenilato ciclasa | Receptores de acetilcolina M2 y M4
Go a0 (AMPc {) Receptores de adenosina A1y A3
Cierre de los canales de Ca?" | Receptores adrenérgicos a2A, a2By 02C
(ca™l) Receptores de apelina
Receptores de deteccion de calcio
Receptor de quimiocina CXCR4
Dopamina D2, D3, D4
Receptor de GABAB
Receptores de glutamato mGIuR2, mGIuR3,

13



ES 2662372713

mGIluR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8
Receptores de histamina H2 y H3 y H4
Receptores de melatonina MT1, MT2 y MT3
Receptores muscarinicos M2 y M4
Receptores de opioides 3, k, p y noriceptina
Receptores de prostaglandinas EP1, EP3,
FPy TP

Receptores de serotonina 5-HT1 y 5-HT5

Gt

at
(transducina)

Activacion de fosfodiesterasa 6
(vision)

Rodopsina

Ggust

agust
(gustducina)

Activacion de fosfodiesterasa 6
(vision)

Receptores de sabor

Gz

oz

Inhibicion de adenilato ciclasa
(AMPc )

Desconocido

Familia de
Gs

Gs

as

Activacion de adenilato ciclasa
(AMPc T)

Receptores de 5-HT tipos 5-HT4 y 5-HT7
Receptor de ACTH

Receptor de adenosina tipos A2a y A2b
Receptor de arginina-vasopresina 2
Receptores B-adrenérgicos tipos 1, B2y B3
Receptor de calcitonina

Receptor de péptido relacionado con gen de
calcitonina

Receptor de hormona de
corticotropina

Familia similar a D1 de receptores de
dopamina (D1 y D5)

Receptor de FSH

Receptor de polipéptido inhibidor gastrico
Receptor de glucagon

Receptor de histamina H2
Receptor de
luteinizante/coriogonadotropina
Receptor de menocortina

Receptor de hormona paratiroidea 1
Receptor de prostaglandina tipos D2 e 12
Receptor de secretina

Receptor de tirotropina

liberacién de

hormona

Golf

aolf

Activacion de adenilato ciclasa
(AMPc T)

Receptores olfativos

Familia Gq

Gq

oq

Activacion de fosfolipasa C (IP3 T)

Receptores serotoninérgicos 5-HT2
Receptor alfa-1 adrenérgico

Receptor de vasopresina tipo 1

Receptor de angiotensina tipo 1

Receptor de calcitonina

Receptor de histamina H1

Receptor metabotropico de glutamato, grupo
I

Receptores muscarinicos M1, M3 y M5

Familia
G12/13

G12

al2

Intercambio de Na*/H™ T

Subunidad
By

Efectores/rutas de sefializacion

By

Apertura de canales de K™ (K+ 1)

By

Adenilato ciclasa (AMPC) To |

By

Fosfolipasa C (IP3)

Generalmente, los dominios de unién tal como se describe en el presente documento se uniran al menos a aquellas
formas de complejos GPCR:proteina G que sean mas relevantes desde un punto de vista bioldgico y/o terapéutico,
tal como estara claro para el experto en la técnica. Por tanto, se entendera que, dependiendo del fin y de la
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aplicacion, el GPCR y la proteina G comprendidos en el complejo diana pueden producirse de manera natural o
pueden producirse de manera no natural (es decir, pueden alterarse por el hombre). El término “que se produce de
manera natural’, tal como se usa en el presente documento, significa un GPCR o una proteina G que se producen
de manera natural. En particular, las isoformas y variantes polimoérficas de tipo silvestre de GPCR y proteinas G, asi
como ortélogos a través de diferentes especies son ejemplos de proteinas que se producen de manera natural y se
encuentran por ejemplo, y sin limitacion, en un mamifero, mas especificamente en un ser humano, o en un virus, o
en una planta, o en un insecto, entre otros). Por tanto, tales GPCR o proteinas G se encuentran en la naturaleza. El
término “que no se produce de manera natural”, tal como se usa en el presente documento, significa un GPCR o una
proteina G que no se produce de manera natural. En determinadas circunstancias, puede ser ventajoso que el
GPCR y/o la proteina G comprendidos en el complejo sean proteinas que no se producen de manera natural. Por
ejemplo, y Unicamente para fines de ilustracion, podria desearse aumentar la probabilidad de obtener cristales de un
complejo GPCR:proteina G estabilizados por los dominios de unién descritos en el presente documento, para
realizar cierta modificacion por ingenieria genética de proteinas sin afectar o afectando sélo minimamente a la
afinidad de unién al ligando. O, de manera alternativa o adicional, para aumentar los niveles de expresion celular de
un GPCR y/o una proteina G, o para aumentar la estabilidad, también podria considerarse introducir determinadas
mutaciones en el GPCR y/o la proteina G de interés. Los ejemplos no limitativos de GPCR que no se producen de
manera natural incluyen, sin limitacion, GPCR que se han hecho constitutivamente activos a través de mutacion,
GPCR con una delecion de bucle, GPCR con una delecion en el extremo N- y/o C-terminal, GPCR con una
sustitucién, una inserciéon o adicién, o cualquier combinacién de los mismos, en relacion con su secuencia de
aminoacidos o nucledtidos, u otras variantes de GPCR que se producen de manera natural. De manera similar, los
ejemplos no limitativos de proteinas G que no se producen de manera natural incluyen, sin limitacion, proteinas G
con una delecion en el extremo N- y/o C-terminal, proteinas G con una sustituciéon, una insercion o adicion, o
cualquier combinacién de los mismos, en relacién con su secuencia de aminoacidos o nucleétidos, u otras variantes
de proteinas G que se producen de manera natural. También estan comprendidos en el presente documento
complejos GPCR:proteina G diana que comprenden un GPCR quimérico o hibrido, por ejemplo un GPCR quimérico
con un extremo N- y/o C-terminal de un GPCR y bucles de un segundo GPCR, o que comprenden un GPCR unido a
un resto, tal como lisozima de T4 (véase también la seccion de ejemplos).

Un GPCR o proteina G que no se produce de manera natural, comprendido en el complejo GPCR:proteina G, puede
tener una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos el 80% a, idéntica en al menos el 90% a, idéntica
en al menos el 95% a, idéntica en al menos el 97% a, o idéntica en al menos el 99% a, un GPCR o proteina G que
se produce de manera natural. Para ilustrar esto adicionalmente, y tomando el receptor adrenérgico 2 como
ejemplo no limitativo particular de un GPCR, debe quedar claro a partir de lo anterior que ademas del receptor
adrenérgico B> humano (por ejemplo, la secuencia descrita por el nimero de registro de GenBank NP_000015),
también estan englobados el receptor adrenérgico 2 de raton (por ejemplo, tal como se describe por el nimero de
registro de GenBank NM 007420) u otro receptor adrenérgico B2 de mamifero. También se prevén variantes
polimérficas de tipo silvestre y otras determinadas variantes activas del receptor adrenérgico B2 de una especie
particular. Por ejemplo, “el receptor adrenérgico 2 humano” tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica en
al menos el 80% a, idéntica en al menos el 90% a, idéntica en al menos el 95% a, idéntica en al menos el 97% a, o
idéntica en al menos el 99% al “adrenorreceptor B2 humano” que se produce de manera natural del numero de
registro de GenBank NP_000015. De manera analoga, y tomando Gas, Gai y Gat como ejemplos no limitativos
particulares de subunidades de proteinas G, debe quedar claro a partir de lo anterior que ademas de las Gas o Gai
o Gat humanas, estan englobadas las proteinas Gas o Gai 0 Gat de ratén u otras proteinas Gas 0 Gai 0 Gat de
mamifero. También se prevén variantes polimoérficas de tipo silvestre y otras determinadas variantes activas de Gas
o Gai o Gat de una especie particular. Por ejemplo, una “Gas humana” o una “Goi humana” o una “Gat humana”
tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos el 80% a, idéntica en al menos el 90% a, idéntica
en al menos el 95% a, idéntica en al menos el 97% a, idéntica en al menos el 99% a “Gas humana” o “Gai humana”
0 “Gat humana” que se produce de manera natural de nimero de registro de Genbank P63092, P63096 y P11488,
respectivamente. Ademas, existen muchas isoformas de subunidades de proteinas G, incluyendo por ejemplo
isoformas de proteinas Gs y Gi (Gas: GNAS; Ga0: GNAO1; Gai: GNAI1 o GNAI2 o GNAI3; GB: GNB1 o GNB2 o
GNB3 o GNB4 o GNB5 o GNB1L o GNB2L; Gy: GNGT1 o0 GNGT2 o0 GNG2 o0 GNG3 o0 GNG4 o GNG5 o GNG7 o
GNG8 0 GNG10 0 GNG11 0 GNG12 o0 GNG13; segun la nomenclatura normalizada de HGNC para genes humanos;
los nimeros de registro de diferentes isoformas de diferentes organismos estan disponibles de www.uniprot.org).
Algunos ejemplos particulares de isoformas de subunidades de proteinas G se facilitan en la tabla 5. El experto
apreciara que las secuencias de aminoacidos de las diferentes subunidades de proteinas G estan conservadas en
casi el 100%, si no en el 100%, a través de las especies y los organismos. De manera notable, la alineacion de
secuencias de la secuencia de aminoacidos de la subunidad B humana, de ratén y bovina de la proteina G revela
que las secuencias de aminoacidos entre estos organismos estan conservadas en un 100%. De manera analoga, las
secuencias de aminoacidos de la subunidad y humana, de ratén y bovina de la proteina G son idénticas en el 100%.
Las secuencias de aminoacidos de Gas de rata y raton también son idénticas en el 100%, mientras que Gas
humana y bovina sélo difieren en 1 6 2 aminoacidos, respectivamente. Por tanto, se espera que los dominios de
union dirigidos contra y/o que se unen especificamente a un complejo GPCR:proteina G, y particularmente la union
a la proteina G comprendida en el complejo, sean reactivos de manera cruzada. También quedara claro que el
GPCR vy proteina G comprendidos en el complejo diana pueden proceder de especies iguales o diferentes.
Preferiblemente, el GPCR y/o la proteina G son una proteina de mamifero, o una proteina de planta, o una proteina

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2662372713

microbiana, o una proteina virica, o una proteina de insecto. Mas preferiblemente, el GPCR es una proteina
humana.

También se espera que los dominios de unidn descritos en el presente documento puedan unirse generalmente a
complejos GPCR:proteina G que comprenden todos los analogos, variantes, mutantes, alelos, partes, fragmentos e
isoformas que se producen de manera natural o sintéticos de un GPCR y/o proteina G particulares comprendidos en
el complejo; o al menos a aquellos analogos, variantes, mutantes, alelos, partes, fragmentos e isoformas de un
GPCR y/o proteina G particulares comprendidos en el complejo que contienen uno o mas determinantes antigénicos
0 epitopos que son esencialmente iguales que el/los determinante(s) antigénico(s) o epitopo(s) a los que se unen los
dominios de unién descritos en el presente documento a un GPCR y/o proteina G particulares comprendidos en el
complejo.

Pueden usarse diversos métodos para determinar la unidon especifica (tal como se definid anteriormente en el
presente documento) entre el dominio de unién y un complejo GPCR:proteina G diana, incluyendo por ejemplo,
ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA), ensayos de resonancia de plasmoén superficial,
presentacion en fagos, y similares, que son practica comun en la técnica, por ejemplo, tal como se comenta en
Sambrook et al. (2001), Molecular Cloning, A Laboratory Manual. Tercera edicion. Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, y se ilustran adicionalmente en la seccién de ejemplos. Se apreciara que para este
fin, a menudo se usara una etiqueta o marcador Unico, tal como un marcador peptidico, un marcador de acido
nucleico, un marcador quimico, un marcador fluorescente o una etiqueta de radiofrecuencia, tal como se describe
adicionalmente en el presente documento.

El dominio de unién contra un complejo GPCR:proteina G puede unirse con mayor afinidad al complejo en
comparacion con la unién a la proteina G sola y/o al GPCR solo, respectivamente. En un ejemplo, el dominio de
union contra un complejo GPCR:proteina G se une especificamente al GPCR comprendido en el complejo, y no a la
proteina G. Preferiblemente, en otro ejemplo, el dominio de unién contra un complejo GPCR:proteina G se une
especificamente a la proteina G comprendida en el complejo, y no al GPCR. Mas especificamente, el dominio de
union contra un complejo GPCR:proteina G se une especificamente a la proteina G que es una proteina Gs
comprendida en un complejo de un receptor acoplado a Gs y una proteina Gs.

Se conoce bien que los GPCR son proteinas de membrana conformacionalmente complejas que presentan un
espectro de comportamiento funcional en respuesta a ligandos naturales y sintéticos. En la naturaleza, un GPCR
unido a ligando puede asociarse con una proteina G en un complejo que representara un estado conformacional
funcional particular, mas especificamente un estado conformacional activo, dando como resultado una actividad
biolégica particular. La presente memoria descriptiva ofrece la ventaja particular de que los dominios de unién tal
como se describe en el presente documento pueden estabilizar diversas de estas conformaciones activas de los
GPCR en complejo con una proteina G y unirse a diversos ligandos naturales o sintéticos. Un experto en la técnica
reconocera que los dominios de unidn que se unen especificamente a un complejo ligando:GPCR:proteina G
estabilizaran la conformacion especifica del GPCR comprendido en el complejo. Preferiblemente, el dominio de
unioén puede estabilizar, o aumentar de otro modo la estabilidad de un estado conformacional funcional particular de
un complejo GPCR:proteina G, preferiblemente en el que el GPCR estd en un estado conformacional activo.
Generalmente, un estado conformacion funcional de dicho GPCR puede ser un estado conformacional basal, o un
estado conformacional activo o un estado conformacional inactivo. Preferiblemente, el dominio de unién descrito en
el presente documento puede estabilizar un GPCR en su estado conformacional activo y/o puede bloquear el GPCR
en un estado conformacional activo tras la unién al complejo GPCR:proteina G, esté o no en presencia de un ligando
de receptor.

Se prevé que el dominio de union se dirige contra y/o se une especificamente a un complejo que comprende un
GPCR, una proteina G y un ligando de receptor (tal como se define en el presente documento). Mas
preferiblemente, el dominio de unién se dirige contra y/o se une especificamente a un complejo que consiste en un
GPCR, una proteina G y un ligando de receptor. Un ligando de receptor puede ser un compuesto pequefio, un
péptido, un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, y similar, que desencadena una respuesta tras la unién. Los
ligandos de receptor, o simplemente ligandos, tal como se usa en el presente documento pueden ser ligandos
ortostéricos (tanto naturales como sintéticos) que se unen al sitio activo del receptor y se clasifican segun su eficacia
0 en otras palabras segun el efecto que tienen sobre la sefializacion del receptor a través de una ruta especifica. Tal
como se usa en el presente documento, un “agonista” se refiere a un ligando que, mediante la unién al receptor,
aumenta la actividad de sefializacion del receptor. Los agonistas completos pueden realizar una estimulacion de
receptor maxima; los agonistas parciales no pueden provocar una actividad completa ni siquiera a concentraciones
de saturacion. Los agonistas parciales también pueden funcionar como “bloqueantes” impidiendo la union de
agonistas mas robustos. Un “antagonista” se refiere a un ligando que se une a un receptor sin estimular ninguna
actividad. Un “antagonista” también se conoce como “bloqueante” debido a su capacidad para impedir la unién de
otros ligandos y, por tanto, para bloquear la actividad inducida por el agonista. Ademas, un “agonista inverso” se
refiere a un antagonista que, ademas de bloquear los efectos del agonista, reduce la actividad basal o constitutiva de
los receptores por debajo de la del receptor no ligado. Preferiblemente, el dominio de unién tal como se describe en
el presente documento se dirige contra y/o se une especificamente a un complejo que comprende un GPCR, una
proteina G y un ligando de receptor, en el que el ligando de receptor es un agonista. Mas especificamente, el
agonista se une al receptor en el sitio ortostérico.
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Las actividades de sefializacion de los GPCR (y por tanto, su comportamiento conformacional) también pueden
resultar afectadas por la unién de otro tipo de ligandos conocidos como reguladores alostéricos. Los “reguladores
alostéricos” o de otro modo “moduladores alostéricos” o “moléculas efectoras” se unen en un sitio alostérico de un
GPCR (es decir, un sitio regulador fisicamente distinto del sitio activo de la proteina). A diferencia de los ligandos
ortostéricos, los moduladores alostéricos no son competitivos porque se unen a receptores en un sitio diferente y
modifican la funcién del receptor aunque el ligando endégeno también esté uniéndose. Debido a esto, los
moduladores alostéricos no se limitan a simplemente activar o desactivar un receptor, el modo en que actian la
mayoria de los farmacos. En cambio, actian mas como un interruptor de atenuacion, ofreciendo control sobre la
intensidad de activacion o desactivacion, a la vez que permiten que el cuerpo mantenga su control natural sobre el
inicio de la activacion del receptor, alterando la afinidad del receptor por su ligando (endégeno). Los reguladores
alostéricos que potencian la actividad de la proteina se denominan en el presente documento “activadores
alostéricos” o “moduladores alostéricos positivos”, mientras que los que disminuyen la actividad de la proteina se
denominan en el presente documento “inhibidores alostéricos” o de otro modo “moduladores alostéricos negativos”.
Por tanto, por ejemplo, el dominio de unién descrito en el presente documento puede dirigirse contra y/o se une
especificamente a un complejo que comprende un GPCR, una proteina G y un ligando de receptor, en el que el
ligando de receptor es un modulador alostérico, preferiblemente un modulador alostérico positivo. Mas
especificamente, el modulador alostérico positivo se une al receptor en un sitio alostérico.

Tal como se explica, la vista candnica de cémo los GPCR regulan la fisiologia celular es que la union de ligandos
(tales como hormonas, neurotransmisores o estimulos sensoriales) estabiliza un estado conformacional activo del
receptor, permitiendo de ese modo interacciones con proteinas G heterotriméricas. Ademas de interaccionar con las
proteinas G, los GPCR unidos a agonistas se asocian con GPCR cinasas (GRK), conduciendo a la fosforilacion del
receptor. Un resultado comun de la fosforilacion del GPCR por las GRK es una disminucién en las interacciones del
GPCR con las proteinas G y un aumento en las interacciones del GPCR con arrestinas, que impiden estéricamente
la sefalizacion adicional de las proteinas G, dando como resultado la desensibilizacién del receptor. Puesto que las
B-arrestinas desactivan las sefiales de las proteinas G, pueden iniciar simultaneamente un segundo conjunto
paralelo de cascadas de sefiales, tales como la ruta de MAPK. Los GPCR también se asocian con diversas
proteinas fuera de las familias de las proteinas generales que interaccionan con GPCR (proteinas G, GRK,
arrestinas y otros receptores). Estos componentes selectivos del GPCR pueden mediar la sefalizacion del GPCR,
organizar la sefializacion del GPCR a través de las proteinas G, dirigir el trafico de GPCR, anclar los GPCR en areas
subcelulares particulares y/o influir en la farmacologia del GPCR (Ritter y Hall 2009). Con respecto a esto, los
ligandos tal como se usan en el presente documento también pueden ser “ligandos sesgados” con capacidad para
estimular selectivamente un subconjunto de actividades de sefializacién de un receptor, por ejemplo la activacion
selectiva de la funcion de las proteinas G o B-arrestina. Tales ligandos se conocen como “ligandos sesgados”,
“agonistas sesgados” o “agonistas selectivos funcionalmente”. Mas particularmente, el sesgo de ligando puede ser
un sesgo imperfecto caracterizado por una estimulacion de ligando de multiples actividades de receptor con
diferentes eficacias relativas para diferentes sefiales (selectividad no absoluta) o puede ser un sesgo perfecto
caracterizado por una estimulacion de ligando de una actividad de receptor sin ninguna estimulacién de otra
actividad de receptor conocida. Por tanto, por ejemplo, el dominio de unién descrito en el presente documento puede
dirigirse contra y/o unirse especificamente a un complejo que comprende un GPCR, una proteina G y un ligando de
receptor, en el que el ligando de receptor es un ligando sesgado.

Ademas, se prevé particularmente que el dominio de unién descrito en el presente documento dirigido contra y/o que
se une especificamente a un complejo GPCR:proteina G, tal como se describié anteriormente en el presente
documento, se deriva de un sistema inmunitario innato o adaptativo. Preferiblemente, dicho dominio de unién se
deriva de una inmunoglobulina. Preferiblemente, el dominio de unién descrito en el presente documento es un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo. El término “anticuerpo” (Ab) se refiere generalmente a un polipéptido
codificado por un gen de inmunoglobulina, o un fragmento funcional del mismo, que se une y reconoce
especificamente a un antigeno, y que conoce el experto en la técnica. Una unidad estructural de inmunoglobulina
(anticuerpo) convencional comprende un tetramero. Cada tetramero esta compuesto por dos pares idénticos de
cadena polipeptidicas, teniendo cada par una cadena “ligera” (aproximadamente 25 kDa) y una “pesada’
(aproximadamente 50-70 kDa). El extremo N-terminal de cada cadena define una regiéon variable de
aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos responsables principalmente del reconocimiento del antigeno. Los
términos cadena ligera variable (VL) y cadena pesada variable (VH) se refieren a esas cadenas ligera y pesada,
respectivamente. El término “anticuerpo” pretende incluir anticuerpos completos, incluyendo anticuerpos completos
de cadena sencilla, y fragmentos de union a antigeno. Los fragmentos de unién a antigeno pueden incluir, pero no
se limitan a, Fab, Fab” y F(ab”)2, Fd, Fvs de cadena sencilla (scFv), anticuerpos de cadena sencilla, Fv unidos por
puentes disulfuro (dsFv) y fragmentos que comprenden o que consisten en cualquiera de un dominio VL o VH, y
cualquier combinacion de estos o cualquier otra parte funcional de un péptido de inmunoglobulina que puede unirse
al antigeno diana. El término “anticuerpos” también pretende incluir anticuerpos de cadena pesada, o fragmentos
funcionales de los mismos, tales como anticuerpos de dominio individual, mas especificamente, dominios variables
individuales de inmunoglobulina tales como VHH o Nanobodies, tal como se define adicionalmente en el presente
documento.

Preferiblemente, el dominio de unién descrito en el presente documento es un dominio variable individual de
inmunoglobulina. Mas preferiblemente, dicho dominio de unién es un dominio variable individual de inmunoglobulina
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que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende 4 regiones de marco (de FR1 a FR4) y 3 regiones
determinantes de complementariedad (de CDR1 a CDR3), preferiblemente segun la formula siguiente (1):

FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4 (1),

o cualquier fragmento adecuado del mismo (que entonces contendra habitualmente al menos algunos de los
residuos de aminoacido que forman al menos una de las regiones determinantes de complementariedad).

El experto en la técnica conoce dominios de uniéon que comprenden 4 FR y 3 CDR y se han descrito, como ejemplo
no limitativo, en Wesolowski et al. (2009, Med. Microbiol. Immunol. 198:157). Ejemplos tipicos, pero no limitativos, de
dominios variables individuales de inmunoglobulina incluyen secuencias de dominio variable de cadena ligera (por
ejemplo, una secuencia de dominio V|), o secuencias de dominio variable de cadena pesada (por ejemplo, una
secuencia de dominio V4) que se derivan habitualmente de anticuerpos convencionales de cuatro cadenas.
Preferiblemente, los dominios variables individuales de inmunoglobulina se derivan de anticuerpos de camélido,
preferiblemente de anticuerpos de camélido de cadena pesada, desprovistos de cadenas ligeras, y se conocen
como secuencias de dominio de VyH o Nanobodies (tal como se describe adicionalmente en el presente
documento).

El término “Nanobody” (Nb), tal como se usa en el presente documento, se refiere al fragmento de unién a antigeno
mas pequefio o dominio variable individual (V4H) derivado de un anticuerpo de cadena pesada que se produce de
manera natural y que conoce el experto en la técnica. Se derivan de anticuerpos sélo de cadena pesada,
observados en camélidos (Hamers-Casterman et al. 1993; Desmyter et al. 1996). En la familia de “camélidos” se
encuentran inmunoglobulinas desprovistas de cadenas polipeptidicas ligeras. Los “camélidos” comprenden
camélidos del Viejo Mundo (Camelus bactrianus y Camelus dromedarius) y camélidos del Nuevo Mundo (por
ejemplo Lama paccos, Lama glama, Lama guanicoe y Lama vicugna). Dicho anticuerpo de cadena pesada de
dominio variable individual esta disefiado en el presente documento como un Nanobody o un anticuerpo VyH.
Nanobody™ y Nanobodies™ son marcas comerciales de Ablynx NV (Bélgica). El pequefio tamafio y las propiedades
biofisicas unicas de los Nb superan a las de los fragmentos de anticuerpo convencionales para el reconocimiento de
epitopos poco frecuentes u ocultos y para su union en cavidades o sitios activos de dianas proteicas. Ademas, los
Nb pueden disefiarse como anticuerpos multiespecificos y/o multivalentes o unidos a moléculas indicadoras
(Conrath et al. 2001). Los Nb son proteinas de dominio individual rigido y estable que pueden fabricarse faciimente y
sobrevivir en el sistema gastrointestinal. Por tanto, los Nb pueden usarse en muchas aplicaciones incluyendo el
descubrimiento de farmacos y la terapia (Saerens et al. 2008) pero también como una herramienta versatil y valiosa
para la purificacion, el estudio funcional y la cristalizacion de proteinas (Conrath et al. 2009). Una clase particular de
Nanobodies que actian como chaperonas de cristalizacién que se unen a epitopos conformacionales de dianas
nativas se denominan Xaperones y se prevén particularmente en el presente documento. Xaperones son
herramientas Unicas en la biologia estructural. Xaperone™ es una marca comercial de VIB y VUB (Bélgica). Las
principales ventajas del uso de fragmentos de anticuerpos de camélidos como ayuda en la cristalizacion son que las
Xaperones (1) se unen a epitopos cripticos y bloquean a las proteinas en conformaciones nativas Unicas, (2)
aumentan la estabilidad de proteinas solubles y proteinas de membrana solubilizadas, (3) reducen la complejidad
conformacional de las proteinas solubles y proteinas de membrana solubilizadas, (4) aumentan la superficie polar
permitiendo el crecimiento de cristales de difraccion, (5) secuestran superficies de agregacion o polimerizacion, (6)
permiten atrapar por afinidad la proteina activa.

Por tanto, los dominios variables individuales de inmunoglobulina descritos en el presente documento, en particular
los Nanobodies de la invencion, comprenden generalmente una cadena de aminoacido individual que normalmente
comprende 4 “secuencias de region de marco” o FR y 3 “regiones determinantes de complementariedad” o CDR
segun la féormula (1)

FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4 (1).

El término “region determinante de complementariedad” o “CDR” se refiere a regiones variables en dominios
variables individuales de inmunoglobulina y contiene las secuencias de aminoacidos que pueden unirse
especificamente a dianas antigénicas. Estas regiones CDR representan la especificidad basica del Nanobody para
una estructura de determinante antigénico particular. Tales regiones también se denominan “regiones
hipervariables”. Los dominios variables individuales de inmunoglobulina tienen 3 regiones CDR, cada una no
contigua con las otras (denominadas CDR1, CDR2, CDR3). Debe quedar claro que las regiones de marco de
dominios variables individuales de inmunoglobulina también pueden contribuir a la unién de sus antigenos
(Desmyter et al 2002; Korotkov et al. 2009). Los ejemplos no limitativos de tales dominios variables individuales de
inmunoglobulina tal como se describe en el presente documento asi como combinaciones particulares de FR y CDR
son tal como se describe en el presente documento (véanse las tablas 2-3). La delineacion de las secuencias de
CDR (y por tanto también de las secuencias de FR) se basa en el sistema de numeracion unico de IMGT para
dominios V y dominios similares a V (Lefranc et al. 2003). Alternativamente, la delineaciéon de las secuencias de FR
y CDR puede realizarse usando el sistema de numeracion de Kabat tal como se aplica a los dominios VyH de
Camélidos en el articulo de Riechmann y Muildermans (2000). Tal como conocera el experto en la técnica, los
dominios variables individuales de inmunoglobulina, en particular los Nanobodies, pueden caracterizarse en
particular por la presencia de uno o mas residuos distintivos de Camelidae en una o mas de las secuencias de
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region de marco (segun la numeracion de Kabat), tal como se describe por ejemplo en el documento WO 08/020079,
en la pagina 75, tabla A-3, incorporada en el presente documento como referencia).

Los dominios variables individuales de inmunoglobulina estan dotados en el presente documento de una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos que consisten esencialmente
en 4 regiones de marco (de FR1 a FR4, respectivamente) y 3 regiones determinantes de complementariedad (de
CDR1 a CDRS3, respectivamente), en las que las secuencias de CDR de dichas secuencias de aminoacidos tienen
una identidad de aminoacidos de al menos el 70%, preferiblemente una identidad de aminoacidos de al menos el
80%, mas preferiblemente una identidad de aminoacidos de al menos el 90%, tal como una identidad de
aminoacidos de al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98%, al menos el 99% o incluso el
100% con las secuencias de CDR (véase la tabla 3) de al menos uno de los dominios variables individuales de
inmunoglobulina de SEQ ID NO: 1-6, preferiblemente SEQ ID NO: 1 y/o 4. Se entendera que para determinar el
grado de identidad de aminoacidos de las secuencias de aminoacidos de las CDR de una o mas secuencias de los
dominios variables individuales de inmunoglobulina, se desestiman los residuos de aminoacido que forman las
regiones de marco. Algunos ejemplos preferidos pero no limitativos de dominios variables individuales de
inmunoglobulina se facilitan en las SEQ ID NO: 1 a 6, preferiblemente SEQ ID NO: 1 y/o SEQ ID NO: 4 (véase la
tabla 2).

Debe indicarse que los dominios variables individuales de inmunoglobulina, en particular los Nanobodies, descritos
en el presente documento en su sentido mas amplio no se limitan a una fuente bioldgica especifica 0 a un método
de preparacion especifico. Por ejemplo, los dominios variables individuales de inmunoglobulina, en particular los
Nanobodies, pueden obtenerse generalmente: (1) mediante el aislamiento del dominio VyH de un anticuerpo de
cadena pesada que se produce de manera natural; (2) mediante la expresién de una secuencia de nucleétidos que
codifica para un dominio VyH que se produce de manera natural; (3) mediante la “humanizacién” de un dominio VyH
que se produce de manera natural o mediante la expresion de un acido nucleico que codifica para un dominio VyH
humanizado de este tipo; (4) mediante la “camelizacién” de un dominio VH que se produce de manera natural a
partir de cualquier especie animal, y en particular de una especie de mamifero, tal como a partir de un ser humano, o
mediante la expresion de un acido nucleico que codifica para un dominio VH camelizado de este tipo; (5) mediante la
“camelizacion” de un “anticuerpo de dominio” o “Dab” tal como se describe en la técnica, o mediante la expresion de
un acido nucleico que codifica para un dominio VH camelizado de este tipo; (6) mediante el uso de técnicas
sintéticas o semisintéticas para preparar proteinas, polipéptidos u otras secuencias de aminoacidos conocidas per
se; (7) mediante la preparacion de un acido nucleico que codifica para un Nanobody usando técnicas para la sintesis
de acido nucleico conocidas per se, seguido por la expresion del acido nucleico asi obtenido; y/o (8) mediante
cualquier combinacién de uno o mas de los anteriores.

Una clase preferida de dominios variables individuales de inmunoglobulina corresponde a los dominios VyH de
anticuerpos de cadena pesada que se producen de manera natural dirigidos contra un complejo diana de un GPCR
y una proteina G. Aunque las bibliotecas no inmunitarias o sintéticas de dominios variables individuales de
inmunoglobulina pueden contener agentes de unién conformacionales contra el complejo diana, un ejemplo preferido
incluye la inmunizaciéon de un Camelidae con un complejo diana para exponer el sistema inmunitario del animal con
los epitopos conformacionales que son Unicos para el complejo. Pueden inmunizarse animales con mezclas de
monomeros de interaccion. Opcionalmente, el complejo puede estabilizarse mediante reticulacion quimica o
mediante la adicion de ligandos/metabolitos cooperativos/alostéricos que estabilizan el complejo (agonistas
ortostéricos, activadores alostéricos, Ca’*, ATP, ...). El complejo también puede estabilizarse mediante la
modificacion covalente (fosforilacion, ...) de (uno de) los miembros del complejo. Alternativamente, también podrian
inmunizarse Camelidae con el GPCR y/o la proteina G sola, por tanto no en complejo entre si. Opcionalmente, el
GPCR y/o la proteina G también pueden estabilizarse, por ejemplo, mediante la adicién de ligandos/metabolitos
cooperativos/alostéricos que estabilizan el GPCR y/o la proteina G (agonistas ortostéricos, activadores alostéricos,
Ca'", ATP, entre otros).

Por tanto, tales secuencias de VyH pueden generarse u obtenerse generalmente mediante la inmunizacion
adecuada de una especie de camélido con un complejo diana que comprende un GPCR y una proteina G, o con una
cualquiera o ambas de sus proteinas miembro constituyentes, (es decir, para generar una respuesta inmunitaria y/o
anticuerpos de cadena pesada dirigidos contra un complejo diana), obteniendo una muestra bioldgica adecuada de
dicho camélido (tal como una muestra de sangre, o cualquier muestra de células B), y generando secuencias de VyH
dirigidas contra un complejo diana, partiendo de dicha muestra, usando cualquier técnica adecuada conocida per se.
Tales técnicas estaran claras para el experto. Alternativamente, tales dominios VuH que se producen de manera
natural pueden obtenerse de bibliotecas no inmunitarias de secuencias de VyH de camélido, por ejemplo
examinando una biblioteca de este tipo usando un complejo diana o al menos una parte, fragmento, determinante
antigénico o epitopo del mismo usando una o mas técnicas de examen conocidas per se. Tales bibliotecas y
técnicas se describen por ejemplo en los documentos W09937681, WO0190190, W003025020 y WO03035694.
Alternativamente, pueden usarse bibliotecas sintéticas o semisintéticas mejoradas derivadas de bibliotecas de VyH
no inmunitarias, tales como bibliotecas de V4H obtenidas de bibliotecas de VyH no inmunitarias mediante técnicas
tales como mutagénesis aleatoria y/o transposiciones de CDR, tal como se describe por ejemplo en el documento
WOO0043507. Aun otra técnica para obtener secuencias de VuH dirigidas contra una diana implica inmunizar de
manera adecuada un mamifero transgénico que puede expresar anticuerpos de cadena pesada (es decir, para
generar una respuesta inmunitaria y/o anticuerpos de cadena pesada dirigidos contra una diana), obtener una
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muestra biolégica adecuada a partir de dicho mamifero transgénico (tal como una muestra de sangre, o cualquier
muestra de células B), y entonces generar secuencias de VyH dirigidas contra una diana partiendo de dicha
muestra, usando cualquier técnica adecuada conocida per se. Por ejemplo, para este fin, pueden usarse ratones que
expresan el anticuerpo de cadena pesada y los métodos y técnicas adicionales descritos en los documentos
WO002085945 y en WO04049794.

Una clase particularmente preferida de dominios variables individuales de inmunoglobulina, en particular
Nanobodies, comprende dominios variables individuales de inmunoglobulina con una secuencia de aminoacidos que
corresponde a la secuencia de aminoacidos de un dominio VyH que se produce de manera natural, pero que se ha
“humanizado”, es decir mediante el reemplazo de uno o mas residuos de aminoacido en la secuencia de
aminoacidos de dicha secuencia de V4H que se produce de manera natural (y en particular en las secuencias de
region de marco) por uno o mas de los residuos de aminoacido que aparecen en la(s) posicion/posiciones
correspondiente(s) en un dominio VH de un anticuerpo de 4 cadenas convencional de un ser humano. Esto puede
realizarse de una manera conocida per se, que estara clara para el experto, por ejemplo basandose en la
descripcion adicional en el presente documento y en la técnica anterior sobre humanizacién a la que se hace
referencia en el presente documento. De nuevo, debe indicarse que tales dominios variables individuales de
inmunoglobulina humanizados pueden obtenerse de cualquier manera adecuada conocida per se (es decir, tal como
se indicé en los puntos (1) - (8) anteriormente) y por tanto no se limitan estrictamente a polipéptidos que se han
obtenido usando un polipéptido que comprende un dominio VyH que se produce de manera natural como material de
partida. Los dominios variables individuales de inmunoglobulina humanizados, en particular los Nanobodies, pueden
tener varias ventajas, tales como una inmunogenicidad reducida, en comparacion con los dominios VuH
correspondientes que se producen de manera natural. Tal humanizacién generalmente implica reemplazar uno o
mas residuos de aminoacido en la secuencia de un VyH que se produce de manera natural por los residuos de
aminoacido que aparecen en la misma posiciéon en un dominio VH humano, tal como un dominio VH3 humano. Las
sustituciones de humanizacion deben elegirse de manera que los dominios variables individuales de
inmunoglobulina humanizados resultantes todavia conserven las propiedades favorables de los dominios variables
individuales de inmunoglobulina tal como se define en el presente documento. El experto podra seleccionar
sustituciones de humanizacién o combinaciones adecuadas de sustituciones de humanizaciéon que optimizan o
logran un equilibrio deseado o adecuado entre las propiedades favorables proporcionadas por las sustituciones de
humanizacion por una parte y las propiedades favorables de los dominios ViH que se producen de manera natural
por otra parte.

Otra clase particularmente preferida de dominios variables individuales de inmunoglobulina, en particular
Nanobodies, comprende dominios variables individuales de inmunoglobulina con una secuencia de aminoacidos que
corresponde a la secuencia de aminoacidos de un dominio VH que se produce de manera natural, pero que se ha
“camelizado”, es decir mediante el reemplazo de uno o mas residuos de aminoacido en la secuencia de aminoacidos
de un dominio VH que se produce de manera natural de un anticuerpo de 4 cadenas convencional por uno o mas de
los residuos de aminoacido que aparecen en la(s) posicién/posiciones correspondiente(s) en un dominio VyH de un
anticuerpo de cadena pesada. Tales sustituciones de “camelizaciéon” se insertan preferiblemente en posiciones de
aminoacido que forman y/o estan presentes en la superficie de contacto de VH-VL, y/o en los denominados residuos
distintivos de Camelidae, tal como se define en el presente documento (véase por ejemplo el documento
WQ09404678). Preferiblemente, la secuencia de VH que se usa como material de partida o como punto de partida
para generar o disefiar el Nanobody camelizado es preferiblemente una secuencia de VH de un mamifero, mas
preferiblemente la secuencia de VH de un ser humano, tal como una secuencia de VH3. Sin embargo, debe
indicarse que tales dominios variables individuales de inmunoglobulina camelizados pueden obtenerse de cualquier
modo adecuado conocido per se (es decir, tal como se indico en los puntos (1) - (8) anteriormente) y por tanto no se
limitan estrictamente a polipéptidos que se han obtenido usando un polipéptido que comprende un dominio VH que
se produce de manera natural como material de partida.

Por ejemplo, tanto la “humanizacion” como la “camelizacion” pueden realizarse proporcionando una secuencia de
nucleotidos que codifica para un dominio V4H o dominio VH que se produce de manera natural, respectivamente, y
cambiando entonces, de una manera conocida per se, uno o mas codones en dicha secuencia de nucleétidos de tal
manera que la nueva secuencia de nucleétidos codifica para dominios variables individuales de inmunoglobulina
“humanizados” o “camelizados”, respectivamente. Este acido nucleico puede expresarse entonces de una manera
conocida per se, para proporcionar los dominios variables individuales de inmunoglobulina deseados.
Alternativamente, basandose en la secuencia de aminoacidos de un dominio VyH o dominio VH que se produce de
manera natural, respectivamente, puede disefiarse la secuencia de aminoacidos de los dominios variables
individuales de inmunoglobulina humanizados o camelizados deseados descritos en el presente documento,
respectivamente, y sintetizarse luego de novo usando técnicas para la sintesis de péptidos conocidas per se.
Ademas, basandose en la secuencia de aminoacidos o secuencia de nucleétidos de dominio VyH o dominio VH que
se produce de manera natural, respectivamente, puede disefiarse una secuencia de nucleétidos que codifica para
los dominios variables individuales de inmunoglobulina humanizados o camelizados deseados descritos en el
presente documento, respectivamente, y sintetizarse luego de novo usando técnicas para la sintesis de acidos
nucleicos conocidas per se, tras lo cual el acido nucleico asi obtenido puede expresarse de una manera conocida
per se, para proporcionar los dominios variables individuales de inmunoglobulina deseados. Otros métodos y
técnicas adecuados para obtener los dominios variables individuales de inmunoglobulina descritos en el presente
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documento y/o acidos nucleicos que codifican para los mismos, partiendo de secuencias de VH que se producen de
manera natural o preferiblemente secuencias de VuH, estaran claros para el experto, y pueden comprender por
ejemplo combinar una o mas partes de una o mas secuencias de VH que se producen de manera natural (tal como
una o mas secuencias de FR y/o secuencias de CDR), una o mas partes de una o mas secuencias de V4H que se
producen de manera natural (tal como una o mas secuencias de FR o secuencias de CDR), y/o una o mas
secuencias sintéticas o semisintéticas, de manera adecuada, para proporcionar un Nanobody o una secuencia de
nucleétidos o acido nucleico que codifica para el mismo.

En el presente documento también se prevén analogos, mutantes, variantes, alelos, partes o fragmentos (en el
presente documento denominados colectivamente “variantes”), naturales o sintéticos, de los dominios variables
individuales de inmunoglobulina, en particular los Nanobodies, tal como se define en el presente documento, y en
particular variantes de los dominios variables individuales de inmunoglobulina de SEQ ID NO: 1-6 (véanse las tablas
2-3). Por tanto, el término “dominio variable individual de inmunoglobulina” o “Nanobody”, en su sentido mas amplio,
también cubre tales variantes. Generalmente, en tales variantes, uno o mas residuos de aminoacido pueden haberse
reemplazado, delecionado y/o afiadido, en comparacion con los dominios variables individuales de inmunoglobulina
tal como se define en el presente documento. Tales sustituciones, inserciones o deleciones pueden realizarse en
una o mas de las FR y/o en una o mas de las CDR, y en particular variantes de las FR y CDR de los dominios
variables individuales de inmunoglobulina de SEQ ID NO: 1-6 (véanse las tablas 2-3). Variantes, tal como se usa en
el presente documento, son secuencias en las que cada una o cualquier regién de marco y cada una o cualquier
region determinante de complementariedad muestra una identidad de al menos el 80%, preferiblemente una
identidad de al menos el 85%, mas preferiblemente una identidad del 90%, incluso mas preferiblemente una
identidad del 95% o, todavia incluso mas preferiblemente una identidad del 99% con la region correspondiente en la
secuencia de referencia (es decir, FR1_variante frente a FR1_referencia, CDR1_variante frente a CDR1_referencia,
FR2 variante frente a FR2_referencia, CDR2_variante frente a CDR2_referencia, FR3 variante frente a
FR3_referencia, CDR3_variante frente a CDR3_referencia, FR4_variante frente a FR4_referencia), tal como puede
medirse electronicamente haciendo uso de algoritmos tales como PILEUP y BLAST (50, 51). El software para
realizar analisis de BLAST esta disponible publicamente a través del National Center for Biotechnology Information
(http://www/ncbi.nlm.nih.gov/). Se entendera que para determinar el grado de identidad de aminoacidos de las
secuencias de aminoacidos de las CDR de una o mas secuencias de los dominios variables individuales de
inmunoglobulina, se desestiman los residuos de aminoacido que forman las regiones de marco. De manera similar,
para determinar el grado de identidad de aminoacidos de las secuencias de aminoacidos de las FR de una o mas
secuencias de los dominios variables individuales de inmunoglobulina descritos en el presente documento, se
desestiman los residuos de aminoacido que forman las regiones de complementariedad. Tales variantes de
dominios variables individuales de inmunoglobulina pueden ser particularmente ventajosas puesto que pueden tener
potencia/afinidad mejoradas.

Por medio de ejemplos no limitativos, una sustitucion puede ser por ejemplo una sustitucion conservativa (tal como
se describe en el presente documento) y/o un residuo de aminoacido puede reemplazarse por otro residuo de
aminoacido que se produce de manera natural en la misma posicién en otro dominio VyH. Por tanto, en el presente
documento se incluyen una cualquiera o mas sustituciones, deleciones o inserciones, o cualquier combinacioén de las
mismas, que o bien mejoran las propiedades de los dominios variables individuales de inmunoglobulina o que o bien
al menos no restan demasiado valor a las propiedades deseadas o al equilibrio o la combinacién de las propiedades
deseadas del Nanobody de la invencién (es decir, hasta el punto de que los dominios variables individuales de
inmunoglobulina ya no sean adecuados para su uso previsto). Un experto generalmente podra determinar y
seleccionar sustituciones, deleciones o inserciones adecuadas, o combinaciones adecuadas de las mismas,
basandose en la divulgacion en el presente documento y opcionalmente tras un grado limitado de experimentacion
de rutina, que puede implicar por ejemplo introducir un nimero limitado de posibles sustituciones y determinar su
influencia sobre las propiedades de los dominios variables individuales de inmunoglobulina asi obtenidos.

Las variantes particularmente preferidas de los dominios variables individuales de inmunoglobulina, en particular los
Nanobodies, descritas en el presente documento pueden tener una sustitucién, delecién o insercién, de 1, 2 6 3
aminoacidos en una cualquiera, dos o tres de las CDR, mas especificamente una sustitucion, delecién o insercion de
1, 2 6 3 aminoacidos (i) en CDR1 o CDR2 o CDRS; (ii) en CDR1y CDR2, o, en CDR1 y CDR3, o, en CDR2 y CDR3;
(iii) en CDR1 y CDR2 y CDR3, de las que las secuencias de aminoacidos de las CDR se enumeran en la tabla 3.
Mas preferiblemente, las variantes de los dominios variables individuales de inmunoglobulina, en particular los
Nanobodies, descritas en el presente documento pueden tener una sustitucion conservativa (tal como se define en el
presente documento) de 1, 2 6 3 aminoacidos en una, dos o tres de las CDR, mas especificamente (i) en CDR1 o
CDR2 o0 CDRGS; (ii) en CDR1 y CDR2, o, en CDR1 y CDR3, o, en CDR2 y CDRS; (iii) en CDR1 y CDR2 y CDR3, tal
como se enumera en la tabla 3.

En el presente documento se proporciona un dominio variable individual de inmunoglobulina que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende 4 regiones de marco (de FR1 a FR4) y 3 regiones determinantes de
complementariedad (de CDR1 a CDR3), segun la férmula siguiente (1):

FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4 (1);

y en la que CDR1 se elige del grupo que consiste en:
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a) las SEQ ID NO: 13-18,

b) polipéptidos que tienen una identidad de aminoacidos de al menos el 80% con las SEQ ID NO: 13-18,
c) polipéptidos que tienen 3, 2 6 1 diferencia de aminoacido con las SEQ ID NO: 13-18,

y en la que CDR2 se elige del grupo que consiste en:

a) las SEQ ID NO: 25-30,

b) polipéptidos que tienen una identidad de aminoacidos de al menos el 80% con las SEQ ID NO: 25-30,
c) polipéptidos que tienen 3, 2 6 1 diferencia de aminoacido con las SEQ ID NO: 25-30,

y en la que CDR3 se elige del grupo que consiste en:

a) las SEQ ID NO: 37-42,

b) polipéptidos que tienen una identidad de aminoacidos de al menos el 80% con las SEQ ID NO: 37-42,
c) polipéptidos que tienen 3, 2 6 1 diferencia de aminoacido con las SEQ ID NO: 37-42.

Un ejemplo particularmente preferido se refiere a un dominio variable individual de inmunoglobulina que comprende
una secuencia de aminoacidos que comprende 4 regiones de marco (de FR1 a FR4) y 3 regiones determinantes de
complementariedad (de CDR1 a CDR3), segun la férmula siguiente (1):

FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4 (1);
en la que CDR1 es SEQ ID NO: 13; en la que CDR2 es SEQ ID NO: 25; y en la que CDR3 es SEQ ID NO: 37.

Ademas, y dependiendo del organismo huésped usado para expresar el dominio de unién, en particular el dominio
variable individual de inmunoglobulina descrito en el presente documento, pueden disefarse deleciones y/o
sustituciones de tal manera que se retire uno o mas sitios para modificacion postraduccional (tal como uno o mas
sitios de glicosilacion), lo que estara dentro de la capacidad del experto en la técnica. Alternativamente, pueden
disefiarse sustituciones o inserciones para introducir uno o mas sitios para la unién de grupos funcionales (tal como
se describe en el presente documento), por ejemplo para permitir pegilacion especifica de sitio.

Ejemplos de modificaciones, asi como ejemplos de residuos de aminoacido dentro del dominio de unioén, en
particular el dominio variable individual de inmunoglobulina tal como se describe en el presente documento que
pueden modificarse (es decir, o bien en la estructura principal de la proteina pero preferiblemente en una cadena
lateral), los métodos y las técnicas que pueden usarse para introducir tales modificaciones y los usos y las posibles
ventajas de tales modificaciones, estaran claros para el experto. Por ejemplo, una modificacion de este tipo puede
implicar la introduccion (por ejemplo, mediante unién covalente o de otra mantera adecuada) de uno o mas grupos
funcionales, residuos o restos en o sobre el dominio de unién, en particular el dominio variable individual de
inmunoglobulina descrito en el presente documento, y en particular de uno o mas grupos funcionales, residuos o
restos que confieren una o mas propiedades o funcionalidades deseadas al dominio de unién previsto en el presente
documento. Ejemplos de tales grupos funcionales y de técnicas para introducirlos estaran claros para el experto, y
pueden comprender generalmente todos los grupos funcionales y técnicas mencionados en la técnica asi como los
grupos funcionales y técnicas conocidos per se para la modificacion de proteinas farmacéuticas, y en particular para
la modificacion de anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (incluyendo ScFv y anticuerpos de dominio individual),
para los que se hace referencia, por ejemplo, a Remington”s Pharmaceutical Sciences, 162 ed., Mack Publishing
Co., Easton, PA (1980). Tales grupos funcionales pueden unirse por ejemplo directamente (por ejemplo,
covalentemente) al dominio de union, en particular al dominio variable individual de inmunoglobulina descrito en el
presente documento, u opcionalmente a través de un grupo de unién o espaciador adecuado, tal como de nuevo
estara claro para el experto. Una de las técnicas usadas mas ampliamente para aumentar la semivida y/o reducir la
inmunogenicidad de las proteinas farmacéuticas comprende la unién de un polimero farmacolégicamente aceptable
adecuado, tal como polietilenglicol (PEG) o derivados del mismo (tales como metoxipolietilenglicol o mPEG).
Generalmente, puede usarse cualquier forma adecuada de pegilacion, tal como la pegilacion usada en la técnica
para anticuerpos y fragmentos de anticuerpo (incluyendo pero sin limitarse a anticuerpos de dominio (individual) y
ScFv); se hace referencia por ejemplo a Chapman, Nat. Biotechnol., 54, 531-545 (2002); por Veronese y Harris, Adv.
Drug Deliv. Rev. 54, 453-456 (2003), por Harris y Chess, Nat. Rev. Drug. Discov., 2, (2003) y en el documento
WO04060965. También se dispone comercialmente de diversos reactivos para la pegilacion de proteinas, por
ejemplo de Nektar Therapeutics, EE.UU. Preferiblemente, se usa pegilacion dirigida al sitio, en particular a través de
un residuo de cisteina (véase por ejemplo Yang et al., Protein Engineering, 16, 10, 761-770 (2003). Por ejemplo,
para este fin, puede unirse PEG a un residuo de cisteina que se produce de manera natural en un dominio variable
individual de inmunoglobulina descrito en el presente documento, un dominio variable individual de inmunoglobulina
descrito en el presente documento puede modificarse para introducir adecuadamente uno o mas residuos de
cisteina para la unién de PEG, o una secuencia de aminoacidos que comprende uno o mas residuos de cisteina
para la uniéon de PEG puede fusionarse al extremo N- y/o C-terminal de un Nanobody de la invencion, en todos los
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casos usando técnicas de ingenieria de proteinas conocidas per se por el experto. Preferiblemente, para el dominio
variable individual de inmunoglobulina descrito en el presente documento, se usa un PEG con un peso molecular de
mas de 5000, tal como mas de 10.000 y menos de 200.000, tal como menos de 100.000; por ejemplo en el intervalo
de 20.000-80.000. Otra modificacion, habitualmente menos preferida, comprende glicosilacion con uniéon en N o
union en O, habitualmente como parte de la modificacion co-traducional y/o postraducional, dependiendo de la célula
huésped usada para expresar el dominio de unién, en particular el dominio variable individual de inmunoglobulina
descrito en el presente documento. Otra técnica para aumentar la semivida de un dominio de unién puede
comprender la modificacion por ingenieria genética para dar dominios de unién funcionales (por ejemplo, un dominio
variable individual de inmunoglobulina contra el complejo GPCR:proteina G diana y uno contra una proteina sérica
tal como albumina) o para dar fusiones de dominios de unién, en particular dominios variables individuales de
inmunoglobulina, con péptidos (por ejemplo, un péptido contra una proteina sérica tal como albumina).

Aun otra modificacion puede comprender la introduccién de uno o mas marcadores detectables u otros grupos o
restos de generacion de sefiales, dependiendo del uso pretendido del dominio de unién marcado. Los marcadores y
técnicas adecuadas para unirlos, usarlos y detectarlos estaran claros para el experto, y por ejemplo incluyen, pero
no se limitan a, marcadores fluorescentes (tales como fluoresceina, isotiocianato, rodamina, ficoeritrina, ficocianina,
aloficocianina, o-ftaldehido y fluorescamina y metales fluorescentes tales como Eu u otros metales de la serie de los
lantanidos), marcadores fosforescentes, marcadores quimioluminiscentes o marcadores bioluminiscentes (tales
como luminal, isoluminol, éster de acridinio teromatico, imidazol, sales de acridinio, éster de oxalato, dioxetano o
GFP y sus analogos), radioisotopos, metales, quelatos de metales o cationes metalicos u otros metales o cationes
metalicos que son particularmente adecuados para su uso en diagndstico y obtencién de imagenes in vivo, in vitro o
in situ, asi como cromdéforos y enzimas (tales como malato deshidrogenasa, nucleasa estafilocécica, delta-V-
esteroide isomerasa, alcohol deshidrogenasa de levaduras, alfa-glicerofosfato deshidrogenasa, triosa fosfato
isomerasa, biotinavidina peroxidasa, peroxidasa del rabano, fosfatasa alcalina, asparaginasa, glucosa oxidasa, beta-
galactosidasa, ribonucleasa, ureasa, catalasa, glucosa-VI-fosfato deshidrogenasa, glucoamilasa y acetilcolina
esterasa). Otros marcadores adecuados estaran claros para el experto, y por ejemplo incluyen restos que pueden
detectarse usando espectroscopia de ESR o RMN. Tales dominios de unién marcados pueden usarse por ejemplo
para ensayos in vitro, in vivo o in situ (incluyendo inmunoensayos conocidos per se tales como ELISA, RIA, EIA'y
otros “ensayos de tipo sandwich”, etc.) asi como fines de diagndstico y de obtencion de imagenes in vivo,
dependiendo de la elecciéon del marcador especifico. Tal como estara claro para el experto, otra modificacion puede
implicar la introduccion de un grupo quelante, por ejemplo para quelar uno de los metales o cationes metalicos a los
que hizo referencia anteriormente. Los grupos quelantes adecuados incluyen por ejemplo, sin limitacion, acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA) o acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Aun otra modificacion puede
comprender la introduccién de un grupo funcional que es una parte de un par de union especifico, tal como el par de
union biotina-(estrept)avidina. Un grupo funcional de este tipo puede usarse para unir el dominio de unién descrito
en el presente documento a otra proteina, polipéptido o compuesto quimico que se une a la otra mitad del par de
union, es decir a través de la formacion del par de union. Por ejemplo, un dominio variable individual de
inmunoglobulina descrito en el presente documento puede conjugarse con biotina, y unirse a otra proteina,
polipéptido, compuesto o portador conjugado con avidina o estreptavidina. Por ejemplo, un dominio variable
individual de inmunoglobulina conjugado puede usarse como indicador, por ejemplo en un sistema de diagnostico
donde un agente de produccion de sefiales detectables se conjuga con avidina o estreptavidina. Tales pares de
union también pueden usarse por ejemplo para unir el dominio variable individual de inmunoglobulina descrito en el
presente documento a un portador, incluyendo portadores adecuados para fines farmacéuticos. Un ejemplo no
limitativo son las formulaciones de liposomas descritas por Cao y Suresh, Journal of Drug Targetting, 8, 4, 257
(2000). Tales pares de union también pueden usarse para unir un agente terapéuticamente activo al dominio de
union tal como se describe en el presente documento.

También se engloban en el presente documento dominios de union, en particular los dominios variables individuales
de inmunoglobulina descritos en el presente documento que estan en una forma “multivalente” y se forman uniendo
entre si, quimicamente o mediante técnicas de ADN recombinante, dos o0 mas dominios variables individuales de
inmunoglobulina monovalentes. Los ejemplos no limitativos de constructos multivalentes incluyen constructos
“bivalentes”, constructos “trivalentes”, constructos “tetravalentes”, etc. Los dominios variables individuales de
inmunoglobulina comprendidos dentro de un constructo multivalente pueden ser idénticos o diferentes. Los dominios
variables individuales de inmunoglobulina descritos en el presente documento también pueden estar en una forma
“multiespecifica” y se forman uniendo entre si dos o mas dominios variables individuales de inmunoglobulina, de los
que al menos uno tiene una especificidad diferente. Los ejemplos no limitativos de constructos multiespecificos
incluyen constructos “biespecificos”, constructos “triespecificos”, constructos “tetraespecificos”, etc. Para ilustrar esto
adicionalmente, puede dirigirse de manera adecuada cualquier dominio variable individual de inmunoglobulina
multivalente o multiespecifico (tal como se define en el presente documento) descrito en el presente documento
contra dos o mas epitopos diferentes en el mismo antigeno, por ejemplo contra dos o mas partes diferentes de la
proteina G comprendida en el complejo GPCR:proteina G; o puede dirigirse contra dos 0 mas antigenos diferentes,
por ejemplo contra un epitopo del GPCR y un epitopo de la proteina G. En particular, un dominio variable individual
de inmunoglobulina monovalente descrito en el presente documento es tal que se unira al complejo GPCR:proteina
G diana (tal como se describe en el presente documento) con una afinidad de menos de 500 nM, preferiblemente de
menos de 200 nM, mas preferiblemente de menos de 10 nM, tal como de menos de 500 pM. Los dominios variables
individuales de inmunoglobulina multivalentes o multiespecificos también pueden tener (o pueden modificarse por
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ingenieria genética y/o seleccionarse para tener) avidez aumentada y/o selectividad mejorada para el complejo
GPCR:proteina G deseado, y/o para cualquier otra propiedad deseada o combinacion de propiedades deseadas que
pueden obtenerse mediante el uso de tales dominios variables individuales de inmunoglobulina multivalentes o
multiespecificos.

Ademas, el dominio de unién descrito en el presente documento, en particular el dominio variable individual de
inmunoglobulina, puede dirigirse generalmente contra o unirse especificamente a cualquier epitopo conformacional
que esta representado por o al que puede acceder un complejo o parte de un complejo que comprende un GPCR y
una proteina G. Un dominio de unién que se une especificamente a un epitopo “tridimensional” o epitopo
“conformacional” es un dominio de unién que se une especificamente a una estructura terciaria o cuaternaria de una
proteina plegada o complejo de proteinas. Un dominio de union de este tipo se une con una afinidad muy reducida
(es decir, en un factor de al menos 2, 5, 10, 50 6 100) a la cadena polipeptidica lineal (es decir, no plegada,
desnaturalizada). La estructura a la que un dominio de unidon de este tipo se une habitualmente contiene
aminoacidos que son discontinuos en la secuencia lineal de la proteina (complejo). En otras palabras, la unién de un
dominio de union de este tipo a un polipéptido depende del polipéptido que esta plegandose en una conformacion
tridimensional particular. Debe quedar claro que los epitopos conformacionales reconocidos selectivamente por los
dominios de unién descritos en el presente documento pueden ser epitopos especificos de GPCR, o epitopos
especificos de proteinas G, o de otro modo epitopos especificos de complejo GPCR:proteina G, que sélo se forman
tras la asociacion de las proteinas constituyentes, y por tanto combinando residuos de aminoacido de dicho GPCR y
dicha proteina G. El dominio de union, en particular el dominio variable individual de inmunoglobulina, puede unirse
especificamente a cualquier epitopo conformacional de cualquier proteina G deseada o partes de la misma. Dicho
epitopo conformacional puede ser parte de una regioén intracelular o extracelular, o una region intramembranosa, o
un dominio o estructura de bucle de cualquier GPCR deseado. Esta claro que algunos de estos epitopos
conformacionales seran accesibles en el GPCR y/o la proteina G en la forma no asociada, mientras que otros sélo
seran accesibles una vez que se forma el complejo. El dominio de unién, en particular el dominio variable individual
de inmunoglobulina, puede unirse especificamente a un epitopo conformacional en la superficie de contacto entre la
subunidad o y la B de una proteina G, tal como se especifica como ejemplo no limitativo adicionalmente en el
presente documento (véase la seccion de ejemplos).

El dominio de unién puede unirse a un complejo GPCR:proteina G en el que la proteina G esta en su forma libre de
nucleétido. Ademas, el dominio de unién, en particular el dominio variable individual de inmunoglobulina, puede
inhibir o impedir la disociacion del complejo GPCR:proteina G en presencia de nucledétidos, en particular nucleétidos
de guanina, tales como GDP o GTP, o analogos de los mismos, tal como analogos de GTP no hidrolizables, tales
como GTPyS, o GDP en combinacion con especies de fluoruro de berilio o aluminio, o analogos minimos de
nucledtidos tales como pirofosfato o forcarnet. En ausencia de los dominios de unién descritos en el presente
documento, la disociacion del complejo GPCR:proteina G normalmente se produce en presencia de estos
nucleétidos.

También se proporciona en el presente documento un dominio de unidon que se dirige contra o se une
especificamente a una proteina G (es decir una proteina G sola, por tanto no en complejo con un GPCR). El dominio
de unién tal como se describe en el presente documento puede dirigirse contra y/o unirse especificamente a una
proteina Gs. El dominio de unién puede impedir o inhibir la unién de nucleédtidos, en particular nucleétidos de
guanina o analogos (tal como se describié anteriormente en el presente documento), a la proteina G. O también, el
dominio de unién puede desplazar un nucleétido de guanina o analogo de la proteina G. Ejemplos no limitativos de
ensayos para determinar el grado de inhibiciéon de la unién o el desplazamiento de nucleétidos de guanina a una
proteina se facilitan en la seccion de ejemplos, por ejemplo en los ejemplos 3 y 8. Ademas, se apreciara que los
dominios de unioén, tal como se describié anteriormente en el presente documento, también se aplican para este
aspecto particular.

La versatilidad funcional de los GPCR esta acoplada de manera inherente a la flexibilidad de estas proteinas dando
como resultado un espectro de conformaciones. El entorno energético conformacional estd acoplado
intrinsecamente a factores tales como la presencia de ligandos unidos (moléculas efectoras, agonistas,
antagonistas, agonistas inversos, ...), el entorno lipidico o la unién de proteinas de interaccion. Por tanto, los
dominios de unién descritos en el presente documento, en particular los dominios variables individuales de
inmunoglobulina pueden aumentar la estabilidad del complejo que comprende un GPCR y una proteina G tras la
unién de dicho dominio de unién. La unién del dominio de unién descrito en el presente documento a cualquier
epitopo conformacional que esta representado por o al que puede acceder un complejo o parte de un complejo que
comprende un complejo GPCR:proteina G, puede inducir la formacion de un estado conformacional funcional de un
GPCR, en particular un estado conformacional activo de dicho GPCR. Mas especificamente, el dominio de union
descrito en el presente documento puede estabilizar el estado activo del GPCR comprendido en el complejo
GPCR:proteina G, aumentando la afinidad de la proteina G por el receptor. Asimismo, el dominio de unién descrito
en el presente documento puede estabilizar un complejo GPCR:proteina G unido a agonista y/o potenciar la afinidad
de un agonista por un complejo GPCR:proteina G. Preferiblemente, el dominio de unién puede aumentar la afinidad
de la proteina G por el GPCR y/o la afinidad del agonista por el complejo GPCR:proteina G al menos dos veces, al
menos cinco veces, y mas preferiblemente al menos diez veces, tal como se mide por una disminucion en la Kg.
Alternativamente, el dominio de unién puede inducir un cambio en CEsp 0 Clsp de al menos dos veces, al menos
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cinco veces, y mas preferiblemente al menos diez veces en cualquier configuracion de ensayo en comparacion con
la fuerza de interaccion del receptor y la proteina G en presencia del dominio de unién de estabilizacion de complejo
frente a un estado en el que este dominio de unién esta ausente o cualquier otra medida de afinidad o potencia
conocida por un experto en la técnica.

El término “un estado conformacional funcional”, tal como se usa en el presente documento, se refiere al hecho de
que las proteinas, en particular proteinas de membrana tales como GPCR, poseen muchos estados
conformacionales diferentes que tienen un intervalo de actividad dinamico, en particular que oscila entre ausencia de
actividad y actividad maxima (revisado en Kobilka y Deupi, 2007). Debe quedar claro que “un estado conformacional
funcional” no pretende cubrir los estados desnaturalizados de proteinas. Por ejemplo, un estado conformacional
basal puede definirse como un estado de baja energia del receptor en ausencia de un ligando. La probabilidad de
que una proteina experimente una transicion a otro estado conformacional es una funcién de la diferencia de energia
entre los dos estados y la altura de la barrera de energia entre los dos estados. En el caso de una proteina
receptora, tal como un GPCR, la energia de unidén del ligando puede usarse o bien para alterar la barrera de energia
entre los dos estados, o bien para cambiar los niveles de energia relativos entre los dos estados, o ambos. Cambiar
la barrera de energia tendria un efecto sobre la velocidad de transicion entre los dos estados, mientras que cambiar
los niveles de energia tendria un efecto sobre la distribucion en equilibrio de receptores en dos estados. La union de
un agonista o agonista parcial disminuira la barrera de energia y/o reducira la energia del estado conformacional
mas activo en relacion con el estado conformacional inactivo. Un agonista inverso aumentara la barrera de energia
y/o reducira la energia de la conformacion de estado inactivo en relacion con la conformaciéon activa. El
acoplamiento del receptor a su proteina G podria alterar adicionalmente el entorno energético. Las interacciones
cooperativas de B2AR y Gs observadas en ensayos de union a ligando formaron la base del modelo de complejo
ternario de la activacion de GPCR (Delean et al, 1980). En el complejo ternario que consiste en agonista, receptor y
proteina G, se potencia la afinidad del receptor por el agonista y la especificidad de la proteina G por nucleétidos de
guanina cambia en favor de GTP con respecto a GDP.

Debe indicarse que las actividades de las proteinas integrales de membrana, incluyendo los GPCR también resultan
afectadas por las estructuras de las moléculas lipidicas que las rodean en la membrana. Las proteinas de membrana
son entidades no rigidas y se deforman para garantizar una buena correspondencia hidréfoba con la bicapa lipidica
circundante. Un parametro importante es el grosor hidréfobo de la bicapa lipidica, definido por las longitudes de las
cadenas lipidicas de acilos grasos. Ademas, es probable que la estructura de la region del grupo de cabeza lipidico
sea importante para definir las estructuras de aquellas partes de una proteina de membrana que estan ubicadas en
la region del grupo de cabeza lipidico. Entre otros lipidos, la palmitoilacion y la unién de colesterol a los GPCR
también pueden desempefiar un papel estructural dentro de los receptores monoméricos y contribuir a la
formacion/estabilizacion de oligémeros del receptor (Lee 2004; Chini y Parenti 2009).

Un aspecto adicional de la presente memoria descriptiva se refiere a un complejo que comprende un dominio de
union tal como se describe en el presente documento. Mas especificamente, se proporciona un complejo que
comprende un dominio de unién descrito en el presente documento, un GPCR, una proteina G, y opcionalmente un
ligando de receptor. Como ejemplo no limitativo, un complejo estable puede purificarse mediante filtracion en gel, tal
como se realizé por ejemplo para el complejo cuaternario que contenia un Nanobody, un GPCR, una proteina G y un
ligando de receptor (véase la seccién de ejemplos). EI complejo puede ser cristalino. Por consiguiente, también se
proporciona un cristal del complejo, asi como métodos de obtencidon de dicho cristal, que se describen en mas
detalle adicionalmente en el presente documento.

También se proporciona una secuencia de acido nucleico que codifica para una secuencia de aminoacidos de
cualquiera de los dominios de unién descritos en el presente documento, en particular dominios variables
individuales de inmunoglobulina, y los ejemplos no limitativos se proporcionan en la tabla 4. En el presente
documento se proporcionan secuencias de acido nucleico de dominios de unién descritos en el presente documento,
en particular dominios variables individuales de inmunoglobulina, en las que las secuencias tienen una identidad de
secuencia de mas del 80%, preferiblemente de mas del 90%, mas preferiblemente de mas del 95%, tal como del
99% o mas (tal como se define en el presente documento) con las secuencias de al menos una de las secuencias de
acido nucleico de los dominios de union de SEQ ID NO: 49-54 (véase la tabla 4). Para el célculo del porcentaje de
identidad de secuencia, deben desestimarse las secuencias de acido nucleico de marcadores (por ejemplo, etiqueta
de His o etiqueta de EPEA). Ademas, las secuencias de acido nucleico tal como se describe en el presente
documento pueden estar comprendidas en una secuencia de acido nucleico.

En el presente documento se prevén adicionalmente vectores de expresion que comprenden secuencias de acido
nucleico que codifican para cualquiera de los dominios de unién descritos en el presente documento, en particular
dominios variables individuales de inmunoglobulina, asi como células huésped que expresan tales vectores de
expresion. Los sistemas de expresion adecuados incluyen sistemas de expresion constitutivos e inducibles en
bacterias o levaduras, sistemas de expresion de virus, tales como baculovirus, virus del bosque Semliki y lentivirus,
o transfeccion transitoria en células de insecto o mamifero. La clonacion, expresion y/o purificacion de los dominios
de union descritos en el presente documento, en particular los dominios variables individuales de inmunoglobulina,
pueden realizarse segun técnicas conocidas por el experto en la técnica.

Por tanto, en el presente documento se engloba una célula o un cultivo de células que expresan un dominio de union
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descrito en el presente documento, en particular un dominio variable individual de inmunoglobulina que se dirige
contra y/o que puede unirse especificamente a un complejo que comprende un GPCR y una proteina G. Las células
pueden ser de organismos procariotas o eucariotas. Preferiblemente, las células son células eucariotas, por ejemplo
células de levadura, o células de insecto, o lineas celulares cultivadas, por ejemplo lineas celulares de mamifero,
preferiblemente lineas celulares humanas, que expresan de manera enddégena o recombinante un GPCR y/o
proteina G de interés. La naturaleza de las células usadas normalmente dependera de la facilidad y el coste de
produccion de la(s) proteina(s) nativa(s), de las propiedades de glicosilacion deseadas, del origen de la proteina
diana, de la aplicacién deseada, o de cualquier combinacion de los mismos. Las células o lineas celulares eucariotas
para la produccién de proteinas se conocen bien en la técnica, incluyendo lineas celulares con rutas de glicosilacion
modificadas, y se proporcionaran ejemplos no limitativos mas adelante en el presente documento.

Las células huésped de animales o mamiferos adecuadas para albergar, expresar y producir proteinas para el
aislamiento y/o purificacion posteriores incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), tal como CHO-K1 (ATCC
CCL-61), DG44 (Chasin et al., 1986, Som. Cell Molec. Genet., 12:555-556; y Kolkekar ef al., 1997, Biochemistry,
36:10901-10909), linea celular CHO-K1 Tet-On (Clontech), CHO designada ECACC 85050302 (CAMR, Salisbury,
Wiltshire, RU), CHO clon 13 (GEIMG, Génova, IT), CHO clon B (GEIMG, Génova, IT), CHO-K1/SF designada
ECACC 93061607 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, RU), RR-CHOK1 designada ECACC 92052129 (CAMR, Salisbury,
Wiltshire, RU), células CHO negativas para dihidrofolato reductasa (CHO/-DHFR, Urlaub y Chasin, 1980, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 77:4216) y células dp12.CHO (patente estadounidense n.° 5.721.121); células CV1 de rifién de
raton transformadas mediante SV40 (células COS, COS-7, ATCC CRL-1651); células de rifiédn embrionario humanas
(por ejemplo, células 293, o células 293T, o células 293 subclonadas para crecimiento en cultivo en suspension,
Graham et al., 1977, J. Gen. Virol., 36:59, o células GnTl KO HEK293S, Reeves et al. 2002, PNAS, 99: 13419);
células de rifidn de hamster recién nacido (BHK, ATCC CCL-10); células de rifion de mono (CV1, ATCC CCL-70);
células de rifion de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587; VERO, ATCC CCL-81); células de Sertoli de
raton (TM4, Mather, 1980, Biol. Reprod., 23:243-251); células de cancer de cuello uterino humanas (HELA, ATCC
CCL-2); células de rifion de perro (MDCK, ATCC CCL-34); células de pulmon humanas (W138, ATCC CCL-75);
células de hepatoma humanas (HEP-G2, HB 8065); células de tumor mamario de ratéon (MMT 060562, ATCC CCL-
51); células de higado de rata Buffalo (BRL 3A, ATCC CRL-1442); células TRI (Mather, 1982, Annals NYAcad. Sci.,
383:44-68); células MCR 5; células FS4. Las células pueden ser células de mamifero seleccionadas de células
Hek293 o células COS.

Las lineas celulares que no son de mamifero a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, células Sf9, sistemas
de baculovirus-célula de insecto (por ejemplo, revision de Jarvis, Virology volumen 310, nimero 1, 25 de mayo de
2003, paginas 1-7), células vegetales tales como células de tabaco, células de tomate, células de maiz, células de
algas o levaduras tales como especies de Saccharomyces, especies de Schizosaccharomyces, especies de
Hansenula, especies de Yarrowia o especies de Pichia. En particular, las células eucariotas pueden ser células de
levadura de una especie de Saccharomyces (por ejemplo Saccharomyces cerevisiae), Schizosaccharomyces sp.
(por ejemplo Schizosaccharomyces pombe), una especie de Hansenula (por ejemplo Hansenula polimorpha), una
especie de Yarrowia (por ejemplo Yarrowia lipolitica), una especie de Kluyveromyces (por ejemplo Kluyveromyces
lactis), una especie de Pichia (por ejemplo Pichia pastoris) o una especie de Komagataella (por ejemplo
Komagataella pastoris). Las células eucariotas pueden ser células de Pichia, y lo mas particularmente células de
Pichia pastoris.

La transfeccion de células diana (por ejemplo, células de mamifero) puede llevarse a cabo siguiendo los principios
explicados resumidamente por Sambrook y Russel (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 32 edicion, volumen 3,
capitulo 16, seccion 16.1-16.54). Ademas, la transduccion viral también puede realizarse usando reactivos tales
como vectores adenovirales. La seleccion del sistema de vector viral, las regiones reguladoras y la célula huésped
apropiados es conocimiento comun dentro del nivel del experto habitual en la técnica. Las células transfectadas
resultantes se mantienen en cultivo o se congelan para su uso posterior segun practicas convencionales.

Por consiguiente, otro aspecto de la memoria descriptiva se refiere a un método para producir un dominio de union
tal como se describe en el presente documento, comprendiendo el método al menos las etapas de:

a) expresar en un sistema de expresion celular adecuado (tal como se define anteriormente en el presente
documento) un acido nucleico tal como se describe en el presente documento, y opcionalmente

b) aislar y/o purificar dicho dominio de union.

Los dominios de unién, complejos, células o lineas celulares descritos en el presente documento pueden usarse en
una variedad de contextos y aplicaciones, por ejemplo, y sin limitacion, para capturar y/o purificar complejos
GPCR:proteina G, y en estudios de cristalizacion y el anadlisis estructural de alta resolucion de complejos
GPCR:proteina G. Por tanto uno de los objetivos de la memoria descriptiva es usar el dominio de unién tal como se
describe en el presente documento, en particular dominios variables individuales de inmunoglobulina, tales como
Nanobodies, como herramientas para estabilizar complejos GPCR:proteina G y adicionalmente usar estos dominios
de unién como adyuvantes de co-cristalizacion para GPCR en complejo con una proteina G, o en otras palabras
para facilitar la cristalogénesis de complejos GPCR:proteina G. De manera adicional y/o alternativa, los dominios de
union y preferiblemente los sistemas celulares que expresan los dominios de union, tal como se describe en el
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presente documento, pueden ser Utiles para otras aplicaciones tales como examen de ligandos, descubrimiento de
farmacos, inmunizacion, todos los cuales se describiran en detalle adicional a continuacion.

Estabilizacién de un complejo GPCR:proteina G y bloqueo del GPCR en el estado unido a proteina G

Por tanto, seguin un aspecto, la memoria descriptiva se refiere al uso de un dominio de unién tal como se describid
anteriormente en el presente documento para estabilizar un complejo que comprende un GPCR y una proteina G. El
complejo que se estabiliza puede comprender ademas un ligando de receptor, mas especificamente un agonista. El
término “estabilizar”, “estabilizacion” o “aumentar la estabilidad”, tal como se usa en el presente documento, se
refiere a aumentar la estabilidad de un complejo GPCR:proteina G con respecto a la estructura (estado
conformacional) y/o actividad bioldgica particular (actividad de sefializacion intracelular) de una o ambas de las
proteinas constituyentes del complejo, en particular el GPCR y/o la proteina G. El dominio de unién descrito en el
presente documento puede usarse para estabilizar el complejo GPCR:proteina G de modo que el GPCR se bloquea
o se fija en un estado activo o unido a proteina G. Un GPCR que adopta un estado activo o unido a proteina G de
ese tipo ejercera su actividad biologica en la naturaleza. Anteriormente en el presente documento se han descrito
modos de determinar la estabilidad (aumentada) de un complejo GPCR:proteina G y se ilustran adicionalmente en la
seccion de ejemplos.

Se apreciara que tener una estabilidad aumentada con respecto a la estructura y/o una actividad bioldgica particular
de un GPCR incluye la estabilidad frente a otros agentes desnaturalizantes o condiciones desnaturalizantes
incluyendo calor, un detergente, un agente caotropico y un pH extremo. Por consiguiente, el dominio de unidon
descrito en el presente documento puede aumentar la estabilidad de un complejo GPCR:proteina G en condiciones
no fisiolégicas mediante dilucion, concentracion, composicion de tampén, calentamiento, enfriamiento, congelacion,
detergente, agente caotropico, pH, entre otros. Por consiguiente, el término “termoestabilizar”, “termoestabilizacion”,
“aumentar la termoestabilidad de”, se refieren a las propiedades funcionales mas que a las propiedades
termodinamicas de un complejo GPCR:proteina G y a la resistencia de la proteina constituyente a la
desnaturalizacion irreversible inducida por enfoques térmicos y/o quimicos incluyendo, pero sin limitarse a,
calentamiento, enfriamiento, congelacion, agentes desnaturalizantes quimicos, pH, detergentes, sales, aditivos,
proteasas o temperatura. La desnaturalizacion irreversible conduce al desplegamiento irreversible de las
conformaciones funcionales de la proteina, a la pérdida de actividad bioldégica y a la agregacion de la proteina
desnaturalizada. El término “(termo)estabilizar”, “(termo)estabilizacion”, “aumentar la (termo)estabilidad de”, tal como
se usa en el presente documento, se aplica a complejos GPCR:proteina G incluidos en particulas lipidicas o capas
lipidicas (por ejemplo, monocapas lipidicas, bicapas lipidicas, y similares) y a complejos GPCR:proteina G que se
han solubilizado en detergente.

En relacion con la estabilidad aumentada al calor, esto puede determinarse facilmente midiendo la unién del ligando
o usando métodos espectroscopicos tales como fluorescencia, CD o dispersién de luz que son sensibles al
desplegamiento a temperaturas crecientes. Se prefiere que el dominio de unidon pueda aumentar la estabilidad tal
como se mide mediante un aumento en la estabilidad térmica de un complejo GPCR:proteina G con al menos 2°C, al
menos 5°C, al menos 8°C, y mas preferiblemente al menos 10°C o 15°C o 20°C. El dominio de unién puede amentar
la estabilidad térmica de un complejo GPCR:proteina G con un ligando de receptor, mas especificamente un
agonista o modulador alostérico positivo de la ruta de sefalizacion dependiente de GPCR. El dominio de unién
descrito en el presente documento puede aumentar la estabilidad de un complejo GPCR:proteina G en presencia de
un detergente o un cadtropo. Preferiblemente, el dominio de unién puede aumentar la estabilidad de un complejo
GPCR:proteina G frente a la desnaturalizacion inducida por enfoques térmicos o quimicos. En relacién con una
estabilidad aumentada al calor, a un detergente o a un cadtropo, normalmente el complejo GPCR:proteina G se
incuba durante un tiempo definido en presencia de un detergente de prueba o un agente caotropico de prueba y la
estabilidad se determina usando, por ejemplo, unién a ligando o un método espectroscopico, opcionalmente a
temperaturas crecientes tal como se comentd anteriormente. El dominio de unién descrito en el presente documento
puede aumentar la estabilidad a pH extremo de un estado conformacional funcional de un GPCR. Preferiblemente,
el dominio de unién puede aumentar la estabilidad de un complejo GPCR:proteina G a pH extremo. En relacion con
un pH extremo, un pH de prueba tipico se elegira por ejemplo en el intervalo de 6 a 8, el intervalo de 5,5 a 8,5, el
intervalo de 5 a 9, el intervalo de 4,5 a 9,5, mas especificamente en el intervalo de 4,5 a 5,5 (pH bajo) o en el
intervalo de 8,5 a 9,5 (pH alto).

El dominio de unién tal como se describe en el presente documento puede usarse para impedir la disociacion del
complejo en presencia de nucleotidos, en particular nucleétidos de guanina o analogos de los mismos. Mas
especificamente, los nucledtidos de guanina incluyen GDP y GTP, y los analogos de nucleétidos de guanina
incluyen, sin ser limitativos, GTPyS o GDP en combinacion con especies de fluoruro de aluminio o berilio o
fragmentos de nucledtidos tales como pirofosfato o foscarnet.

Captura y/o purificacién de un complejo GPCR:proteina G

Por tanto, se entendera que la capacidad de formacion de un complejo GPCR:proteina G estable es particularmente
util para capturar y/o purificar un complejo GPCR:proteina G, lo que permitira la cristalizacion posterior, la
caracterizacion de ligandos y el examen de compuestos, inmunizaciones, entre otros. Ademas, resulta
particularmente ventajoso que los dominios de unién tal como se describe en el presente documento pueden ser
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herramientas genéricas que pueden ser aplicables para una variedad de complejos GPCR:proteina G.

Por consiguiente, en el presente documento también se prevé un método, tal como un método in vitro, de captura
y/o purificacion de un complejo que comprende un GPCR y una proteina G, comprendiendo el método las etapas de:

a) proporcionar un dominio de unién tal como se describe en el presente documento, y
b) permitir que el dominio de unién se una a un complejo que comprende un GPCR y una proteina G, y
c) opcionalmente, aislar el complejo formado en la etapa b).

En el presente documento se proporciona un método, tal como un método in vitro, de captura de un complejo que
comprende un GPCR y una proteina G que comprende las etapas de:

a) aplicar una disolucion que contiene una pluralidad de GPCR y proteinas G a un soporte sélido que posee un
dominio de union inmovilizado tal como se describe en el presente documento, y

b) formar un complejo del dominio de unién, el GPCRy la proteina G, y
c) retirar las moléculas unidas débilmente o no unidas.

En el presente documento también se prevé un método, tal como un método in vitro, de purificaciéon de un complejo
que comprende un GPCR y una proteina G, comprendiendo el método las etapas de:

a) poner en contacto una disolucidon que contiene un GPCR y una proteina G con un dominio de unién descrito en el
presente documento, y

b) formar un complejo que comprende el dominio de unién, el GPCR y la proteina G, y
c) aislar el complejo de la etapa b)
en el que se purifica esencialmente un complejo de un GPCR y una proteina G.

El dominio de unién tal como se describe en el presente documento también puede usarse para capturar un
complejo GPCR:proteina G diana que comprende adicionalmente un ligando de receptor y/o una o mas de otras
proteinas de interaccion.

Los métodos anteriores para capturar/purificar complejos GPCR:proteina G diana incluyen, sin limitacion, métodos
basados en la afinidad tales como cromatografia de afinidad, purificacion por afinidad, inmunoprecipitacion,
deteccion de proteinas, inmunoquimica, presentacion en superficie, entre otros, y se conocen bien en la técnica.

Cristalizacion y resolucion de la estructura de un complejo GPCR:proteina G

La cristalizacion de las proteinas de membrana incluyendo GPCR sigue constituyendo un reto formidable. Aunque
estan apareciendo métodos de expresion y purificacion que permiten la generacion de cantidades de miligramo,
lograr estabilidad con estas moléculas es quizas el obstaculo mas dificil de superar. En primer lugar, los dominios de
union tal como se describe en el presente documento pueden aumentar la estabilidad de los complejos
GPCR:proteina G solubilizados con detergente, protegiéndolos de la degradacién proteolitica y/o la agregacion y
facilitando la purificacion y la concentracién de muestras homogéneas de proteinas plegadas correctamente. Los
expertos habituales en la técnica reconoceran que tales muestras constituyen el punto de partida preferido para la
generacion de cristales de difraccion.

La cristalizacion es otro cuello de botella principal en el procedimiento de la determinacién de la estructura
macromolecular mediante cristalografia de rayos X. La cristalizacion satisfactoria requiere la formacién de nacleos y
su crecimiento posterior para dar lugar a cristales de tamafo adecuado. El crecimiento de cristales generalmente se
produce de manera espontanea en una disolucidon supersaturada como resultado de una nucleacién homogénea.
Las proteinas pueden cristalizar en un experimento tipico de examen en matriz dispersa, en el que se toma como
muestra de manera amplia la concentracion de precipitantes, aditivos y proteinas, y pueden identificarse las
condiciones de supersaturacion adecuadas para la nucleacion y el crecimiento de cristales para una proteina
particular. Relacionada con el enfoque de examen en matriz dispersa es la generacion de variacion estructural en la
propia proteina, por ejemplo afiadiendo ligandos que se unen a la proteina, u obteniendo mutaciones diferentes,
preferentemente en residuos de superficie de la proteina diana o intentando cristalizar ortélogos de especies
diferentes de la proteina diana (Chang 1998). Un hallazgo no esperado es la utilidad de los dominios de union tal
como se describe en el presente documento que se unen especificamente a un complejo GPCR:proteina G para
introducir un grado de variacion estructural tras la union a la vez que se conserva el plegamiento global del complejo.

Puesto que la cristalizacién implica una pérdida desfavorable de entropia conformacional en la molécula que va a
ensamblarse en la estructura reticular cristalina, los métodos que reducen la entropia conformacional de la diana
mientras esta todavia en disolucién deben potenciar la posibilidad de cristalizacion disminuyendo la penalizacion
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entrépica neta de la formacion de la estructura reticular. El enfoque de “reduccion de la entropia de superficie” ha
demostrado ser altamente eficaz (Derewenda 2004). Asimismo, parejas de unién tales como iones, ligandos de
molécula pequefia y péptidos pueden reducir la heterogeneidad conformacional uniéndose a y estabilizando un
subconjunto de estados conformacionales de una proteina. Aunque tales parejas de unién son eficaces, no todas las
proteinas tienen una pareja de unién conocida, e incluso cuando se conoce una pareja de union, su afinidad,
solubilidad y estabilidad quimica pueden no ser compatibles con los ensayos de cristalizacion. Por tanto, se encontrd
sorprendentemente que los dominios de unién tal como se describe en el presente documento pueden usarse como
herramientas para aumentar la probabilidad de obtener cristales bien ordenados minimizando la heterogeneidad
conformacional en el complejo GPCR:proteina G diana mediante la unién a una conformacién especifica de la
proteina G.

La cristalizacion de GPCR para estudios estructurales de alta resolucién es particularmente dificil debido a la
superficie anfipatica de estas proteinas de membrana. Incluidos en la bicapa de membrana, los sitios de contacto de
la proteina con las cadenas de acilo de los fosfolipidos son hidréfobos, mientras que las superficies polares estan
expuestas a los grupos de cabeza polar de los lipidos y a las fases acuosas. Para obtener cristales tridimensionales
bien ordenados (un requisito previo al analisis estructural de rayos X a alta resolucién) se solubilizan los GPCR con
la ayuda de detergentes y se purifican como complejos proteina-detergente. La micela de detergente cubre la
superficie hidréfoba de la proteina de membrana de una manera similar a un cinturéon (Hunte y Michel 2002;
Ostermeier et al. 1995). Los complejos GPCR-detergente forman cristales tridimensionales en los que los contactos
entre moléculas de proteina adyacentes se efectian mediante las superficies polares de la proteina que sobresalen
de la micela de detergente (Dia et al. 2007). Obviamente, la micela de detergente requiere espacio en la estructura
reticular cristalina. Aunque interacciones atractivas entre las micelas podrian estabilizar el empaquetamiento
cristalino (Rasmussen ef al. 2007; Dunn et al. 1997), estas interacciones no conducen a contactos cristalinos rigidos.
Puesto que muchas proteinas de membrana, incluyendo los GPCR contienen dominios hidrofilos relativamente
pequerios o altamente flexibles, una estrategia para aumentar la probabilidad de obtener cristales bien ordenados es
ampliar la superficie polar de la proteina y/o reducir su flexibilidad. El enfoque mas fisioldgico es usar una pareja de
sefializacion nativa tal como una proteina G o arrestina. Desgraciadamente, las interacciones de GPCR con
proteinas G o arrestinas son altamente dependientes de lipidos, y ha sido dificil formar complejos de estabilidad
suficiente para cristalografia. Por tanto, los dominios de unién descritos en el presente documento pueden usarse
para ampliar las superficies polares de los GPCR a través de la union de una proteina G, complementando la
cantidad de superficie de proteina que puede facilitar contactos primarios entre moléculas en la estructura reticular
cristalina con las superficies polares de la proteina G y el Nanobody. Los dominios de unidn descritos en el presente
documento también pueden reducir la flexibilidad de sus regiones extracelulares para hacer crecer cristales bien
ordenados. Los dominios variables individuales de inmunoglobulina, incluyendo los Nanobodies, son especialmente
adecuados para este fin porque se unen a epitopos conformacionales y estan compuestos por un solo dominio
globular rigido, desprovisto de regiones de union flexibles, a diferencia de los anticuerpos convencionales o
fragmentos derivados tales como Fab.

Por tanto, en el presente documento se proporcionan dominios de unién utiles como herramientas para cristalizar un
complejo que comprende un GPCR y una proteina G, y en ultima instancia para resolver la estructura. Mas
preferiblemente, el complejo que se cristaliza haciendo uso de un dominio de unién descrito en el presente
documento comprende ademas un ligando de receptor, mas especificamente un agonista. Se prefiere
particularmente que el GPCR comprendido en el complejo esté en una conformacién o estado activo.

Por tanto, el dominio de unién en complejo con el complejo GPCR:proteina G y opcionalmente el ligando de receptor
pueden cristalizarse usando cualquiera de una variedad de métodos de cristalizacion especializados para proteinas
de membrana, muchos de los cuales se revisan en Caffrey (2003 & 2009). En términos generales, los métodos son
métodos basados en lipidos que incluyen afadir lipido al complejo antes de la cristalizacion. Tales métodos se han
usado previamente para cristalizar otras proteinas de membrana. Muchos de estos métodos, incluyendo el método
de cristalizacion en fase cubica lipidica y el método de cristalizacion en bicelas, se aprovechan de las propiedades
de autoensamblaje espontaneas de lipidos y detergente como vesiculas (método de fusion de vesiculas), micelas
discoidales (método de bicelas) y cristales liquidos o mesofases (en el método de mesofase o fase cubica). Los
métodos de cristalizacion en fases cubicas lipidicas se describen en, por ejemplo: Landau et al. 1996; Gouaux 1998;
Rummel et al. 1998; Nollert et al. 2004, Rasmussen et al. 2011, publicaciones que se incorporan como referencia
para la divulgacion de estos métodos. Los métodos de cristalizacion en bicelas se describen en, por ejemplo: Faham
et al. 2005; Faham et al. 2002, publicaciones que se incorporan como referencia para la divulgacion de estos
métodos.

La memoria descriptiva también se refiere al uso de un dominio de unién tal como se describe en el presente
documento para resolver una estructura de un complejo diana que comprende un GPCR y una proteina G, y
opcionalmente que comprende ademas un ligando de receptor. “Resolver la estructura” tal como se usa en el
presente documento se refiere a determinar la disposicion de atomos o las coordenadas atdmicas de una proteina, y
a menudo se realiza mediante un método biofisico, tal como cristalografia de rayos X.

En cristalografia de rayos X, los datos de difraccion, cuando se recopilan apropiadamente, dan la amplitud de la
amplitud de la transformada de Fourier 3D de la densidad electrénica de la molécula en la célula unitaria. Si se
conocen las fases, la densidad electrénica puede obtenerse simplemente mediante sintesis de Fourier. Para un
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complejo de proteinas, el éxito de obtener la informacion de fases a partir de la sustitucion molecular (MR) solo es
cuestionable cuando la fraccién de proteinas con una estructura conocida (los modelos de busqueda) es baja
(menos del 50% del contenido en aminoacidos) y/o cuando los cristales muestran una calidad de difraccion limitada.
Aunque se demostrdé que la combinacion de sustitucion isomorfica mdltiple (MIR) y el ajuste de fase de MR era
satisfactoria para complejos de proteinas (por ejemplo Ostermeier et al. 1995; Li et al. 1997; Hunte et al. 2000), el
requisito de producir un buen derivado de atomo pesado casi siempre es problematica. A lo largo de la década
pasada, los enfoques de MIR clasicos se han reemplazado generalmente por el uso de datos de dispersion
andmalos usando principalmente la incorporacion de selenometionina (SeMet) (MAD o SAD) (Hendrickson 1991).
De hecho, los datos experimentales anémalos que usan energias de limite de Se generalmente proporcionan
informacion de fase superior y menos sesgada en comparacion con o bien MIR o bien los datos de ajuste de fase de
MR basados en modelo. Por consiguiente, en el presente documento se proporciona el uso de un dominio de unién
descrito en el presente documento para el ajuste de fase de complejos GPCR:G mediante MR o MAD. En particular,
los dominios variables individuales de inmunoglobulina, incluyendo los Nanobodies, generalmente se expresan de
manera robusta y son adecuados para la incorporacion de SeMet. Para ilustrar esto adicionalmente, y sin ser
limitativo, el ajuste de fase de un complejo que comprende un GPCR, una proteina G y un Nanobody introduciendo
todos los sitios de SeMet en el Nanobody solo evita la necesidad de incorporar sitios SeMet en el GPCR o la
proteina G.

En muchos cases, obtener un cristal de calidad para difraccién es la principal barrera para resolver su estructura de
resolucién atémica. Por tanto, los dominios de unién descritos en el presente documento pueden usarse para
mejorar la calidad de difraccién de los cristales de modo que puede resolverse la estructura cristalina del complejo
diana.

Ademas, se desea altamente obtener informacién estructural de las dianas de GPCR, por ejemplo para ayudar a
guiar en el descubrimiento de farmacos de GPCR. Aparte de la cristalizacion de mas GPCR, se necesitan
especialmente métodos para adquirir estructuras de receptores unidos a diferentes clases de ligandos incluyendo
agonistas, antagonistas, reguladores alostéricos y/o proteinas G. La presente memoria descriptiva proporciona
particularmente herramientas generales para obtener cristales de complejos GPCR:proteina G. En particular, los
cristales de complejo GPCR:proteina unido a agonista pueden proporcionar representaciones tridimensionales de
los estados activos de los GPCR. Estas estructuras ayudaran a aclarar los cambios conformacionales que conectan
la union a ligando y los sitios de interaccion con proteinas G, y conduciran a hipétesis mecanisticas mas precisas y
en Ultima instancia a nuevos agentes terapéuticos. Dada la flexibilidad conformacional inherente a los GPCR
activados por ligando y la mayor heterogeneidad mostrada por receptores unidos a agonista, no es facil estabilizar
un estado de este tipo. Por tanto, tales esfuerzos pueden beneficiarse de la estabilizacion de un complejo de una
conformacion de receptor unido a agonista unido a su proteina G heterotrimérica mediante la adiciéon de dominios de
union que son especificos para un complejo de este tipo. Son especialmente adecuados los dominios de unién que
se unen a la proteina G que forma parte de un complejo de este tipo, puesto que estos dominios de unién pueden
usarse como herramientas generales para estabilizar todos los GPCR que sefializan a través de la misma proteina
G (por ejemplo, receptores acoplados a Gs, receptores acoplados a Gi, etc.).

La presente memoria descriptiva también engloba un método de determinacion de la estructura cristalina de un
complejo que comprende un GPCR y una proteina G, comprendiendo el método las etapas de:

a) proporcionar un dominio de unién tal como se describe en el presente documento, y
b) permitir que el dominio de unién se una a un complejo que comprende un GPCR y una proteina G, y
c) cristalizar el complejo formado en la etapa b)

En el método anterior de determinacion de la estructura cristalina, el complejo diana que comprende un GPCR y una
proteina G puede comprender ademas un ligando de receptor, mas especificamente un agonista, unido al GPCR.

Dicha determinacion de la estructura cristalina puede realizarse mediante un método biofisico tal como cristalografia
de rayos X. El método puede comprender ademas una etapa para obtener las coordenadas atdmicas del cristal (tal
como se definié anteriormente en el presente documento).

Identificacion de compuestos que seleccionan como diana un complejo GPCR:proteina G

En el procedimiento de examen de compuestos, descubrimiento de farmacos y optimizacién de prototipos, existe el
requisito de ensayos de examen rapidos, mas eficaces, menos caros y especialmente con mucha informacion que
proporcionen informacion simultanea sobre diversas caracteristicas de compuestos y sus efectos sobre diversas
rutas celulares (es decir eficacia, especificidad, toxicidad y metabolismo de farmacos). Por tanto, existe la necesidad
de examinar de manera rapida y econdémica grandes numeros de compuestos con el fin de identificar nuevos
ligandos especificos de un GPCR de interés, preferiblemente ligandos especificos de conformacion, que pueden ser
nuevos candidatos a farmacos posibles. La presente memoria descriptiva resuelve este problema proporcionando
dominios de unién que estabilizan un complejo GPCR:proteina G en un estado conformacional funcional, que
entonces puede usarse como inmunogeno o reactivo de seleccion para examinar en una variedad de contextos. Una
ventaja principal de los dominios de union tal como se describe en el presente documento es que el GPCR
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comprendido en el complejo GPCR:proteina G puede mantenerse en una conformacion funcional estabilizada,
particularmente en una conformacion en estado activo. Por ejemplo, los compuestos de la biblioteca que se unen
selectivamente a esta conformacion activa del receptor tienen una mayor propension a comportarse como agonistas
porque la estabilizacion ortostérica o alostérica de la conformacion activa del GPCR provoca respuestas bioldgicas.
Otra ventaja es que el dominio de unién aumenta la termoestabilidad de la conformacién activa del GPCR
comprendido en el complejo, protegiendo asi el GPCR contra la desnaturalizacion irreversible o térmica inducida por
las condiciones no nativas usadas en el examen de compuestos y el descubrimiento de farmacos, sin necesidad de
basarse en GPCR mutantes con estabilidad aumentada. Otra ventaja principal de los dominios de unién selectivos
de conformacion tal como se describe en el presente documento es que permiten examinar y diferenciar de manera
rapida y fiable entre agonistas de receptor, agonistas inversos, antagonistas y/o moduladores asi como inhibidores
de GPCR vy rutas dependientes de GPCR, aumentando asi la probabilidad de identificar un ligando con las
propiedades farmacolégicas deseadas.

Para ilustrar esto adicionalmente, un concepto bien establecido es que la mayoria de los GPCR presentan afinidad
de unién a agonista superior cuando se complejan con proteinas G. Esto se atribuye a la interaccion cooperativa
entre el receptor ocupado por el agonista y la proteina G. Los dominios de unién tal como se describe en el presente
documento que inhiben la disociacion de un complejo de un GPCR y una proteina G estabilizaran asi un estado
conformacional activo del complejo R:proteina G, aumentando asi la afinidad del GPCR por agonistas y
disminuyendo la afinidad por agonistas inversos. Se deduce que los dominios de uniéon que reconocen la
conformacioén funcional activa del complejo R:G pueden usarse por ejemplo en ensayos de examen de alto
rendimiento para examinar agonistas porque aumentan la afinidad del receptor por los agonistas, en relacion con los
agonistas inversos. Los dominios de union que reconocen la conformacion funcional activa del complejo G:R
también pueden usarse en ensayos de examen de alto rendimiento para examinar agonistas sesgados con la
capacidad para estimular selectivamente un subconjunto de actividades de sefalizacién de un receptor, por ejemplo
la activacion selectiva de la funcién de las proteinas G, en relacién con la de la B-arrestina. Un dominio de unién que
se une especificamente a la proteina G en complejo con un GPCR (por ejemplo, la tabla 2-3) puede usarse como
herramienta universal para examinar programas que seleccionan como diana una pluralidad de GPCR, puesto que
una proteina G particular (por ejemplo, Gs) formara un complejo con una pluralidad de GPCR (por ejemplo,
receptores acoplados a Gs, incluyendo receptores 5-HT tipos 5-HTs y 5-HT7, receptor de ACTH, receptor de
adenosina tipos Aza y Aab, receptor de arginina-vasopresina 2, receptores p-adrenérgicos tipos B1, B2 y B3, receptor
de calcitonina, receptor peptidico relacionado con el gen de calcitonina, receptor de la hormona liberadora de
corticotropina, familia de receptores de dopamina similares a D1 (D1 y Ds), receptor de FSH, receptor del polipéptido
inhibidor  gastrico, receptor de glucagén, receptor de histamina H,, receptor de hormona
luteinizante/coriogonadotropina, receptor de melanocortina, receptor 1 de hormona paratiroidea, receptor de
prostaglandina tipos Dz y 2, receptor de secretina, receptor de tirotropina, ...; véase también la tabla 1).

Por tanto, otro aspecto engloba el uso de un dominio de unién, o el uso de un complejo, una célula, una preparacion
de membrana que comprende un dominio de unién, todos tal como se describié anteriormente en el presente
documento, en programas de examen y/o identificacién para parejas de union especificas de conformacion de un
complejo GPCR:proteina G, que podria conducir en Ultima instancia a nuevos candidatos a farmacos posibles.

En el presente documento se prevé un método de identificacién de compuestos que pueden unirse selectivamente a
un complejo GPCR:proteina G, comprendiendo el método las etapas de:

(i) proporcionar un complejo que comprende un GPCR y una proteina G

(ii) poner en contacto el complejo con un dominio de unidn que se dirige contra y/o se une especificamente al
complejo y permitir que el dominio de unién se una al complejo, y

(iii) proporcionar un compuesto de prueba, y
(iv) evaluar si el compuesto de prueba se une al complejo, y
(v) seleccionar un compuesto que se une selectivamente al complejo.

Quedara claro que el dominio de unién tal como se usa en cualquiera de los métodos anteriores puede estabilizar el
estado conformacional funcional del complejo GPCR:proteina G e impide la disociaciéon del complejo.
Preferiblemente, el complejo GPCR:proteina G esta en un estado conformacional activo (tal como se definid
anteriormente en el presente documento). En métodos de examen particularmente preferidos, el complejo
GPCR:proteina G comprende ademas un ligando de receptor.

Debe indicarse que los dominios de unién particularmente preferidos son tal como se describié anteriormente en el
presente documento.

Por tanto, los dominios de unién tal como se describe en el presente documento pueden ser Utiles en ensayos de
examen. Los ensayos de examen para el descubrimiento de farmacos pueden ser ensayos en fase sdlida o en fase
de disolucién, por ejemplo un ensayo de union, tal como ensayos de union a radioligando. Se apreciara que en
algunos casos se prefiere el examen de alto rendimiento de los compuestos de prueba y que los métodos tal como
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se describié anteriormente pueden usarse como método de “examen de bibliotecas”, un término bien conocido por
los expertos en la técnica. Por tanto, el compuesto de prueba puede ser una biblioteca de compuestos de prueba.
En particular, los ensayos de examen de alto rendimiento para compuestos terapéuticos tales como agonistas,
antagonistas o agonistas inversos y/o moduladores forman parte de la memoria descriptiva. Para los fines de alto
rendimiento, pueden usarse bibliotecas de compuestos tales como bibliotecas de compuestos alostéricos,
bibliotecas de péptidos, bibliotecas de anticuerpos, bibliotecas basadas en fragmentos, bibliotecas de compuestos
sintéticos, bibliotecas de compuestos naturales, bibliotecas de presentacion en fagos y similares. Se conocen en la
técnica metodologias para preparar y examinar tales bibliotecas. En una realizacion preferida, los métodos de
examen de alto rendimiento implican proporcionar una biblioteca combinatoria de péptidos o productos quimicos que
contiene un gran numero de posibles ligandos terapéuticos. Tales “bibliotecas combinatorias” o “bibliotecas de
compuestos” se examinan entonces en uno o0 mas ensayos, tal como se describe en el presente documento, para
identificar aquellos miembros de la biblioteca (especies quimicas particulares o subclases) que presentan una
actividad caracteristica deseada. Una “biblioteca de compuestos” es una coleccién de productos quimicos
almacenados usados habitualmente en ultima instancia en un examen de alto rendimiento. Una “biblioteca
combinatoria” es una coleccion de diversos compuestos quimicos generados o bien mediante sintesis quimica o
bien mediante sintesis bioldgica, combinando varios “elementos estructurales” quimicos tales como reactivos. Los
expertos en la técnica conocen bien la preparacion y el examen de bibliotecas combinatorias. Los compuestos asi
identificados pueden servir como “compuestos prototipo” convencionales o pueden usarse por si mismos como
agentes terapéuticos potenciales o reales. Por tanto, los métodos de examen tal como se describié anteriormente en
el presente documento pueden comprender adicionalmente modificar un compuesto de prueba que se ha
demostrado que se une a un complejo GPCR:proteina G conformacionalmente activo, y determinar si el compuesto
de prueba modificado se une al GPCR cuando reside en la conformacién particular.

En los casos en que se prefiere el examen de alto rendimiento de complejos GPCR:proteina G diana para parejas
de union especificas de conformacion, esto se facilitara por la inmovilizacién del dominio de unién tal como se
describe en el presente documento, o el complejo GPCR:proteina G estabilizado por el dominio de unién, sobre una
superficie o soporte solido adecuado que puede disponerse o multiplexarse de otro modo. Los ejemplos no
limitativos de soportes sdélidos adecuados incluyen perlas, columnas, portaobjetos, chips o placas. Mas
especificamente, los soportes soélidos pueden ser particulados (por ejemplo perlas o granulos, usados generalmente
en columnas de extraccion) o estar en forma de lamina (por ejemplo membranas o filtros, portaobjetos de vidrio o
plastico, placas de ensayo de microtitulacion, tira reactiva, dispositivos de llenado por capilaridad o similares) que
pueden ser fibras o tubos planos, plegados o huecos. Las siguientes matrices se facilitan como ejemplos y no son
exhaustivos, pudiendo incluir tales ejemplos silice (silice amorfa porosa), es decir la serie de cartuchos FLASH que
contienen silice irregular de 60A (32-63 um o 35-70 um) suministrados por Biotage (una division de Dyax Corp.),
soportes de agarosa o poliacrilamida, por ejemplo la variedad de productos Sepharose suministrados por Amersham
Pharmacia Biotech, o los soportes Affi-Gel suministrados por Bio-Rad. Ademas, hay polimeros macroporosos, tales
como los soportes Affi-Prep estables a la presion también suministrados por Bio-Rad. Otros soportes que podrian
utilizarse incluyen; dextrano, colageno, poliestireno, metacrilato, alginato de calcio, vidrio de poro controlado,
aluminio, titanio y ceramica porosa. Alternativamente, la superficie sélida puede comprender parte de un sensor
dependiente de masa, por ejemplo, un detector de resonancia de plasmoén superficial. Ejemplos adicionales de
soportes disponibles comercialmente se comentan en, por ejemplo, Protein Immobilization, R.F. Tailor ed., Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, (1991).

La inmovilizacién puede ser o bien no covalente o bien covalente. En particular, la adsorcién o inmovilizaciéon no
covalente sobre una superficie solida del dominio de unién, o el complejo GPCR:proteina G estabilizado por el
dominio de unién, tal como se describe en el presente documento puede producirse a través de un recubrimiento de
superficie con cualquiera de un anticuerpo, o estreptavidina o avidina, o un ién metalico, que reconoce una etiqueta
molecular unida al dominio de unién o al GPCR, segun técnicas convencionales conocidas por el experto (por
ejemplo, etiqueta de biotina, etiqueta de histidina, etc.). Alternativamente, el dominio de unién, o el complejo
GPCR:proteina G estabilizado por el dominio de unién, tal como se describe en el presente documento, puede
unirse a una superficie solida mediante reticulacién covalente usando quimicas de acoplamiento convencionales.
Una superficie solida puede comprender de manera natural residuos que pueden reticularse adecuados para la
union covalente o puede recubrirse o derivatizarse para introducir grupos que pueden reticularse adecuados segun
métodos bien conocidos en la técnica. La funcionalidad suficiente de la proteina inmovilizada puede conservarse tras
el acoplamiento covalente directo a la matriz deseada a través de un resto reactivo que no contiene un brazo de
separacion quimico. Ejemplos adicionales e informacion mas detallada sobre métodos de inmovilizacion de
anticuerpos (fragmentos) sobre soportes solidos se comentan en Jung et al. (2008); de manera similar, métodos de
inmovilizacién de receptores de membrana se revisan en Cooper (2004); incorporados ambos en el presente
documento como referencia. En particular, la mutacion de un aminoacido particular (en una proteina con
infraestructura conocida o deducida) para dar una lisina o cisteina (u otro aminoacido deseado) puede proporcionar
un sitio especifico para acoplamiento covalente, por ejemplo. También es posible volver a modificar mediante
ingenieria genética una proteina especifica para alterar la distribucion de los aminoacidos disponibles en superficie
implicados en el acoplamiento quimico (Kallwass et al, 1993), controlando en efecto la orientacion de la proteina
acoplada. Puede aplicarse un enfoque similar a los dominios de unién tal como se describe en el presente
documento, asi como a los complejos estabilizados conformacionalmente GPCR:proteina G, proporcionando asi
medios de inmovilizacién orientada sin la adiciéon de otras colas peptidicas o dominios que contienen cualquier
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aminoacido natural o no natural. En caso de un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, tal como un Nanobody, se
prefiere la introduccion de mutaciones en la regién de marco, minimizando la alteracién en la actividad de unién al
antigeno del anticuerpo (fragmento).

De manera conveniente, las proteinas inmovilizadas pueden usarse en procedimientos de inmunoadsorcion tales
como inmunoensayos, por ejemplo ELISA, o procedimientos de purificacion por inmunoafinidad poniendo en
contacto las proteinas inmovilizadas con una muestra de prueba (es decir que comprende el compuesto de prueba,
entre otros) segun métodos normales convencionales en la técnica. Alternativamente, y en particular para fines de
alto rendimiento, las proteinas inmovilizadas pueden disponerse o multiplexarse de otro modo. Preferiblemente, las
proteinas inmovilizadas se usan para el examen y la seleccion de compuestos que se unen especificamente a un
complejo GPCR:proteina G estabilizado conformacionalmente, en el que en particular el GPCR esta en un estado
conformacional activo.

Se apreciara que puede inmovilizarse o bien el dominio de union, o bien el complejo GPCR:proteina G (estabilizado
conformacionalmente), o bien sus proteinas constituyentes, dependiendo del tipo de aplicacion o el tipo de examen
que necesite realizarse. Ademas, la eleccion del dominio de union que estabiliza al GPCR:proteina G (que
selecciona como diana un epitopo conformacional particular del complejo GPCR:proteina G), determinara la
orientacion de las proteinas y por consiguiente, el resultado deseado de la identificacion de compuestos, por ejemplo
compuestos que se unen especificamente a partes extracelulares, partes intramembranosas o partes intracelulares
de dicho GPCR estabilizado conformacionalmente o compuestos que se unen especificamente a dicha proteina G
estabilizada conformacionalmente.

Alternativamente, el compuesto de prueba (o una biblioteca de compuestos de prueba) puede inmovilizarse sobre
una superficie sdlida, tal como una superficie de chip, mientras que el dominio de uniéon y el complejo
GPCR:proteina G se proporcionan, por ejemplo, en una disolucion de detergente o en una preparacion de tipo
membrana (véase a continuacion).

Lo mas preferiblemente, ni el dominio de unién, ni el complejo GPCR:proteina G o sus proteinas constituyentes, ni el
compuesto de prueba se inmovilizan, como es el caso por ejemplo en los protocolos de seleccidon de presentacion
en fagos en disolucion, o en los ensayos de unién a radioligando. Se prefiere que el dominio de union, el complejo
GPCR:proteina G (o por separado, las proteinas constituyentes) tal como se usa en cualquiera de los métodos de
examen anteriores, se proporcionen como células completas, o extractos celulares (organulos) tales como extractos
de membrana o fracciones de los mismos, o que puedan incorporarse en vesiculas o capas lipidicas (que
comprenden lipidos naturales y/o sintéticos), lipoparticulas de alta densidad, o cualquier nanoparticula, tal como
nanodiscos, o se proporcionen como VLP, de modo que se conserve una funcionalidad suficiente de las proteinas
respectivas. Las preparaciones de GPCR formadas a partir de fragmentos de membrana o extractos de detergente
de membrana se revisan en detalle en Cooper (2004), incorporado en el presente documento como referencia.
Alternativamente, los dominios de unién, los complejos GPCR:proteina G o las proteinas constituyentes también
pueden solubilizarse en detergentes. Los ejemplos no limitativos de preparaciones de receptor solubilizadas se
proporcionan adicionalmente en la seccion de ejemplos.

Pueden usarse diversos métodos para determinar la unién entre el complejo GPCR:proteina G estabilizado y un
compuesto de prueba, incluyendo por ejemplo, ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA), ensayos de
resonancia de plasmon superficial, ensayos basados en chips, inmunocitofluorescencia, tecnologia de dos hibridos
en levaduras y presentacion en fagos que son practica comun en la técnica, por ejemplo, en Sambrook et al. (2001),
Molecular Cloning, A Laboratory Manual. Tercera edicién. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
NY. Otros métodos de deteccion de la unién entre un compuesto de prueba y un GPCR incluyen ultrafiltracion con
métodos de espectroscopia de masas con ionizacion por electrospray/HPLC u otros métodos (bio)fisicos y
analiticos. También pueden usarse métodos de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET),
por ejemplo, bien conocidos para los expertos en la técnica. Se apreciara que un compuesto de prueba unido puede
detectarse usando una etiqueta o marcador Unico asociado con el compuesto, tal como un marcador peptidico, un
marcador de acido nucleico, un marcador quimico, un marcador fluorescente o una etiqueta de radiofrecuencia, tal
como se describe adicionalmente en el presente documento.

La eficacia de los compuestos y/o las composiciones que comprenden los mismos puede someterse a prueba
usando cualquier ensayo in vitro adecuado, ensayo basado en células, ensayo in vivo y/o modelo animal conocido
per se, o cualquier combinacion de los mismos, dependiendo de la enfermedad o el trastorno especifico implicado.

Puede determinarse si el compuesto altera la unién del GPCR a un ligando de receptor (tal como se define en el
presente documento). La uniéon de un GPCR a su ligando puede someterse a ensayo usando métodos de union a
ligando convencionales conocidos en la técnica tal como se describe en el presente documento. Por ejemplo, un
ligando puede radiomarcarse o marcarse de manera fluorescente. El ensayo puede llevarse a cabo en células
completas o en membranas obtenidas a partir de las células o el receptor solubilizado acuoso con un detergente. El
compuesto se caracterizara por su capacidad para alterar la union del ligando marcado (véase también la seccién de
ejemplos). El compuesto puede disminuir la unién entre el GPCR y su ligando, o puede aumentar la unioén entre el
GPCR y su ligando, por ejemplo en un factor de al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces,
30 veces, 50 veces, 100 veces. Por tanto, el complejo tal como se usa en cualquiera de los métodos de examen
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anteriores puede comprender ademas un ligando de receptor. Preferiblemente, el ligando de receptor se elige del
grupo que comprende una molécula pequefia, un polipéptido, un anticuerpo o cualquier fragmento derivado de los
mismos, un producto natural, y similares. Mas preferiblemente, el ligando de receptor es un agonista completo, o un
agonista parcial, o un agonista inverso, o un antagonista, tal como se describié anteriormente en el presente
documento.

Ademas de estabilizar la unién a un complejo GPCR:proteina G diana en un estado conformacional funcional,
también sera deseable determinar el efecto funcional de un compuesto sobre el complejo GPCR:proteina G, en
particular sobre la actividad bioldgica del GPCR vy las parejas que interaccionan posteriormente. En particular, los
dominios de unién tal como se describe en el presente documento pueden usarse para examinar compuestos que
modulan (aumentan o disminuyen) la actividad bioldgica del complejo GPCR:proteina G, o sus constituyentes, ya
sea el GPCR o la proteina G. La modulacion deseada en la actividad bioldégica dependera del GPCR de eleccion.
Los compuestos pueden unirse al complejo GPCR:proteina G diana, en particular a uno o ambos de sus
constituyentes, dando como resultado la modulacion (activacion o inhibicién) de la sefalizacion del receptor
posterior. Esta modulacioén de la sefializacion del GPCR puede producirse orto- o alostéricamente. Los compuestos
pueden unirse al complejo diana que comprende un GPCR unido a una proteina G o sus constituyentes para activar
o0 aumentar la sefalizacion del receptor; o alternativamente para disminuir o inhibir la sefalizacion del receptor. Los
compuestos también pueden unirse al complejo diana de tal manera que bloquean la actividad constitutiva del
GPCR. Los compuestos también pueden unirse al complejo diana de tal manera que median en la modulacion
alostérica (por ejemplo, se unen al GPCR o a la proteina G en un sitio alostérico). De este modo, los compuestos
pueden modular la funcion del receptor uniéndose a diferentes regiones en el complejo GPCR:proteina G (por
ejemplo, en sitios alostéricos). Se hace referencia por ejemplo a George et al. (2002), Kenakin (2002) y Rios et al.
(2001). Los compuestos también pueden unirse al complejo diana de tal manera que prolongan la duracion de la
sefalizacion mediada por el GPCR o que potencian la sefializacion del receptor aumentando la afinidad receptor-
ligando. Ademas, los compuestos también pueden unirse al complejo diana de tal manera que inhiben o potencian el
ensamblaje de homdmeros o heterébmeros funcionales de GPCR.

Ademas, los ensayos basados en células son criticos para evaluar el mecanismo de accién de nuevas dianas
biolégicas y la actividad biolégica de compuestos quimicos. Los ensayos basados en células actuales para GPCR
incluyen medidas de la activacion de la ruta (liberacién de Ca®*, generacién de AMPc o actividad transcripcional);
mediciones del trafico de proteinas mediante el etiquetado de GPCR y elementos posteriores con GFP; y medidas
directas de interacciones entre proteinas usando transferencia de energia por resonancia Forster (FRET),
transferencia de energia por resonancia de bioluminescencia (BRET) o enfoques de dos hibridos en levaduras. La
introduccion de los dominios de unién tal como se describe en el presente documento, dentro de la célula en el
compartimento relevante de la célula (por via intra o extracelular) mediante cualquier medio bien conocido y usado
comunmente en la técnica, puede conducir a ensayos basados en células nuevos o mejores.

En particular, existe la necesidad de “hacer que ya no sean huérfanos” aquellos GPCR para los que no se ha
identificado un ligando de activacion natural. La estabilizacion de los GPCR en un estado conformacional funcional
usando los dominios de unién tal como se describe en el presente documento permite enfoques de examen que
pueden usarse para identificar ligandos de GPCR “huérfanos” donde se desconoce el ligando natural. Por ejemplo,
se han adoptado diversos enfoques para “hacer que ya no sean huérfanos” incluyendo examen de alineamiento
contra familias de ligandos conocidos. Los ligandos de GPCR huérfanos pueden identificarse a partir de muestras
biolégicas. Por tanto, el compuesto de prueba puede proporcionarse como una muestra biologica. En particular, la
muestra puede ser cualquier muestra adecuada tomada de un individuo. Por ejemplo, la muestra puede ser una
muestra de fluido corporal tal como sangre, suero, plasma, liquido cefalorraquideo. Alternativamente, la muestra es
extracto tisular o celular.

El compuesto de prueba tal como se usa en cualquiera de los métodos de examen anteriores puede seleccionarse
del grupo que comprende un polipéptido, un péptido, una molécula pequefia, un producto natural, un
peptidomimético, un acido nucleico, un lipido, lipopéptido, un hidrato de carbono, un anticuerpo o cualquier
fragmento derivado de los mismos, tal como Fab, Fab” y F(ab”)2, Fd, Fvs de cadena sencilla (scFv), anticuerpos de
cadena sencilla, Fv unidos por puentes disulfuro (dsFv) y fragmentos que comprenden o que consisten en cualquiera
de un dominio VL o VH, un anticuerpo de cadena pesada (HcAc), un anticuerpo de dominio individual (sdAb), un
minicuerpo, el dominio variable derivado de anticuerpos de cadena pesada de camélidos (VHH o Nanobody), el
dominio variable de nuevos receptores antigénicos derivados anticuerpos de tiburén (VNAR), una estructura de
soporte de proteinas incluyendo un alfacuerpo, proteina A, proteina G, dominios de repeticion de anquirina
disefiados (DARPIns), repeticiones de tipo Il de fibronectina, anticalinas, knottinas, dominios CH2 obtenidos por
ingenieria genética (nanoanticuerpos), tal como se definié anteriormente en el presente documento.

El compuesto de prueba puede unirse opcionalmente de manera covalente o no covalente a un marcador
detectable. Marcadores detectables adecuados y técnicas para unirlos, usarlos y detectarlos estaran claros para el
experto, € incluyen, pero no se limitan a, cualquier composicion detectable mediante medios espectroscépicos,
fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, opticos o quimicos. Los marcadores Utiles incluyen perlas
magnéticas (por ejemplo, Dynabeads), colorantes fluorescentes (por ejemplo todos los colorantes Alexa Fluor,
isotiocianato de fluoresceina, rojo Texas, rodamina, proteina fluorescente verde y similares), radiomarcadores (por
ejemplo 3H, 125I, 35S, “Co 32P), enzimas (por ejemplo, peroxidasa del rabano, fosfatasa alcalina) y marcadores
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colorimétricos tales como oro coloidal o perlas de vidrio o plastico coloreadas (por ejemplo, poliestireno,
polipropileno, latex, etc.). Los medios de deteccion de tales etiquetas los conocen bien los expertos en la técnica.
Por tanto, por ejemplo, los radiomarcadores pueden detectarse usando pelicula fotografica o contadores de
centelleo, los marcadores fluorescentes pueden detectarse usando un fotodetector para detectar la iluminaciéon
emitida. Los marcadores enzimaticos normalmente se detectan dotando a la enzima de un sustrato y detectando el
producto de reaccién producido por la accion de la enzima sobre el sustrato, y los marcadores colorimétricos se
detectan visualizando simplemente el marcador coloreado. Otros marcadores detectables adecuados se
describieron anteriormente dentro del contexto relacionado con un dominio de unién.

Se prefiere especificamente que el compuesto de prueba sea un anticuerpo o cualquier fragmento derivado del
mismo, tal como se describié anteriormente, incluyendo un Nanobody. Por ejemplo, y sin el fin de ser limitativo, los
compuestos de prueba pueden ser anticuerpos (tal como se define en el presente documento en su sentido mas
amplio) que se han generado contra un complejo GPCR:proteina G estabilizado por un dominio de unién tal como se
describe en el presente documento. Se conocen en la técnica métodos para producir anticuerpos in vivo.
Preferiblemente, la inmunizacién de un animal se realizara de un modo similar al descrito en el presente documento
anteriormente. En el presente documento también se proporcionan métodos para seleccionar anticuerpos que se
unen especificamente a complejo GPCR:proteina G estabilizado conformacionalmente, que implican el examen de
bibliotecas de expresién que codifican para genes de inmunoglobulina, o partes de las mismas, expresadas en
bacteria, levaduras, fagos filamentosos, ribosomas o subunidades ribosémicas u otros sistemas de presentacion en
dicho complejo GPCR:proteina G.

Un aspecto particular de la presente memoria descriptiva se refiere a un soporte sélido al que se inmoviliza un
dominio de unién tal como se describe en el presente documento. Un soporte sélido de este tipo (tal como se
describié anteriormente en el presente documento) puede usarse por tanto en cualquiera de los métodos de examen
anteriores.

Modulacién de la sefializacion del receptor GPCR

Los dominios de unién tal como se describe en el presente documento también pueden usarse para modular la
sefializacion de GPCR, en particular la sefializacion de GPCR mediada por proteinas G, incluyendo la supresion de
la sefalizacion de GPCR mediada por proteinas G. Los términos “modular”, “modulacion”, “modulado” significan un
aumento o una disminucion en la actividad de una proteina o un complejo de proteinas, en particular un complejo
GPCR:proteina G. En particular, los dominios de unién descritos en el presente documento pueden ser moduladores
alostéricos o inhibidores alostéricos. Los términos “modulador alostérico” o “inhibidor alostérico” en el contexto de la
presente memoria descriptiva se refieren a moduladores o inhibidores no competitivos, que ejercen su efecto
mediante la unién a un sitio distinto del sitio activo del receptor, y modulan la actividad del receptor o hacen que el
receptor sea ineficaz en lo que se refiere a la transduccion de sefales. Un “modulador alostérico positivo (PAM)”
aumenta la transduccioén de sefiales, mientras que un “modulador alostérico negativo (NAM)” reduce la transduccion
de sefiales. En particular, un inhibidor alostérico también puede suprimir la transduccion de sefiales. Los ensayos
para evaluar la modulacién en la sefalizacion de GPCR por los dominios de uniéon descritos en el presente
documento son tal como se describié anteriormente en el presente documento.

A este respecto, los dominios de unién tal como se describe en el presente documento, en particular los dominios
variables individuales de inmunoglobulina, también pueden ser utiles para la identificacion de prototipos y el disefio
de peptidomiméticos. Usar una estructura peptidica o proteica bioldgicamente relevante como punto de partida para
la identificacion de prototipos representa uno de los enfoques mas poderosos en el descubrimiento de farmacos
actual. Los peptidomiméticos son compuestos cuyos elementos esenciales (farmacoforos) imitan a un péptido o
proteina natural en el espacio tridimensional y conservan la capacidad para interaccionar con la diana bioldgica y
producir el mismo efecto biolégico. Los peptidomiméticos estan disefiados para evitar algunos de los problemas
asociados con un péptido natural: por ejemplo, estabilidad contra protedlisis (duracion de la actividad) y escasa
biodisponibilidad. Otras propiedades determinadas, tales como selectividad o potencia del receptor, a menudo
pueden mejorarse sustancialmente.

Aplicaciones terapéuticas y de diagndstico

Determinados de los dominios de unidén descritos anteriormente pueden tener utilidad terapéutica y pueden
administrarse a un sujeto que tiene un estado con el fin de tratar al sujeto para el estado. La utilidad terapéutica para
un dominio de unién se determina por el complejo GPCR:proteina G diana al que se une el dominio de union en la
sefalizacion a través de la que el GPCR se asocia con el estado. En determinados casos, el GPCR puede activarse
en el estado mediante su unién a un ligando. En otros casos, el GPCR puede mutarse para hacerlo activo
constitutivamente, por ejemplo. Puede emplearse un dominio de unién objeto para el tratamiento de un estado
mediado por GPCR tal como esquizofrenia, migrafia, cefalea, reflujo, aspa, broncoespasmo, hipertrofia prostatica,
Ulceras, epilepsia, angina, alergia, rinitis, cancer por ejemplo cancer de prostata, glaucoma y accidente
cerebrovascular. Estados relacionados con GPCR a modo de ejemplo adicionales aparecen en la base de datos en
linea Mendelian Inheritance in Man encontrada en el sitio web del NCBI. Por tanto, también se prevé en el presente
documento el dominio de unién tal como se describe en el presente documento, o una composicién farmacéutica
que comprende el dominio de unién, para su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno relacionado con
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GPCR. Se apreciara que la utilidad terapéutica también dependera del epitopo conformacional particular del
complejo GPCR:proteina G contra el que se dirige el dominio de unién.

Un dominio de unién objeto puede mezclarse con otra sustancia farmacolégica en una composicion farmacéutica fija
o puede administrarse por separado, antes, simultdneamente con o tras la otra sustancia farmacoldgica. En términos
generales, estos protocolos implican administrar a un individuo que padece una enfermedad o trastorno relacionado
con GPCR una cantidad eficaz de un dominio de unién que modula la actividad de sefializacién de un GPCR en el
huésped y tratar al individuo para el trastorno.

Cuando se desea una reduccion en la actividad de un GPCR determinado, puede administrarse uno o mas
compuestos que disminuyen la actividad del GPCR, mientras que cuando se desea un aumento en la actividad de
un GPCR determinado, puede administrarse uno o mas compuestos que aumentan la actividad del GPCR.

Puede tratarse una variedad de individuos segun los métodos objeto. Generalmente, tales individuos son mamiferos,
donde este término se usa ampliamente para describir organismos que estan dentro de la clase Mammalia,
incluyendo los 6rdenes Carnivora (por ejemplo, perros y gatos), Rodentia (por ejemplo, ratones, cobayas y ratas), y
Primates (por ejemplo, seres humanos, chimpancés y monos). En muchas realizaciones, los individuos seran seres
humanos. Los métodos de tratamiento objeto se realizan normalmente en individuos con tales trastornos o en
individuos que desean evitar tales trastornos.

En otro aspecto, la memoria descriptiva también se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de los dominios de unién tal como se describe en el presente documento y al
menos un portador, adyuvante o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Un “portador”’, o *“adyuvante”, en particular un “portador farmacéuticamente aceptable” o “adyuvante
farmacéuticamente aceptable” es cualquier excipiente, diluyente, portador y/o adyuvante adecuado que, por si
mismo, no induce la produccion de anticuerpos perjudiciales para el individuo que recibe la composicién ni produce
proteccion. Por tanto, los portadores farmacéuticamente aceptable son de manera inherente no téxicos y no
terapéuticos, y los conoce el experto en la técnica. Los portadores o adyuvantes adecuados normalmente
comprenden uno o mas de los compuestos incluidos en la siguiente lista no exhaustiva: grandes macromoléculas
metabolizadas lentamente tales como proteinas, polisacaridos, poli(acidos lacticos), poli(acidos glicdlicos),
aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y particulas virales inactivas. Los portadores o adyuvantes
pueden ser, como ejemplo no limitativo, disolucidon de Ringer, disolucién de dextrosa o disolucion de Hank. También
pueden usarse disoluciones no acuosas tales como aceites fijos y oleato de etilo. Un excipiente preferido es
dextrosa al 5% en solucién salina. El excipiente puede contener cantidades minoritarias de aditivos tales como
sustancias que potencian la isotonicidad y la estabilidad quimica, incluyendo tampones y conservantes.

La administracion de un dominio de unién tal como se describe en el presente documento o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo puede realizarse por medio de administracién oral, inhalada o parenteral.
En particular, el Nanobody puede administrarse a través de administracion intratecal o intracerebroventricular. El
compuesto activo puede administrarse solo o preferiblemente formulado como una composiciéon farmacéutica. Una
cantidad eficaz para tratar una enfermedad o trastorno determinado que expresa el antigeno reconocido por el
dominio de unién depende de factores habituales tales como la naturaleza y la gravedad del trastorno que esta
tratandose y del peso del mamifero. Sin embargo, una dosis unitaria normalmente estara en el intervalo de 0,01 a
50 mg, por ejemplo de 0,01 a 10 mg, o de 0,05 a 2 mg de dominio de unién o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo. Las dosis unitarias normalmente se administraran una vez o mas de una vez al dia, por ejemplo 2, 3 6 4
veces al dia, mas habitualmente de 1 a 3 veces al dia, de manera que la dosis diaria total normalmente esta en el
intervalo de 0,0001 a 1 mg/kg; por tanto una dosis diaria total adecuada para un adulto de 70 kg es de 0,01 a 50 mg,
por ejemplo de 0,01 a 10 mg o mas habitualmente de 0,05 a 10 mg. Se prefiere enormemente que el compuesto o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administre en forma de una composicién de dosis unitaria, tal
como una composicién oral, parenteral o inhalada de dosis unitaria. Tales composiciones se preparan mediante
mezcla y se adaptan de manera adecuada para administracion oral, inhalada o parenteral, y como tal pueden estar
en forma de comprimidos, capsulas, preparaciones liquidas orales, polvos, granulos, pastillas para chupar, polvos
reconstituibles, disoluciones o suspensiones inyectables e infundibles o supositorios o aerosoles. Los comprimidos y
las capsulas para administracion oral habitualmente se presentan en una dosis unitaria, y contienen excipientes
convencionales tales como agentes de unidn, cargas, diluyentes, agentes de preparacion de comprimidos,
lubricantes, disgregantes, colorantes, aromatizantes y agentes humectantes. Los comprimidos pueden recubrirse
segun métodos bien conocidos en la técnica. Las cargas adecuadas para su uso incluyen celulosa, manitol, lactosa
y otros agentes similares. Los disgregantes adecuados incluyen almidén, polivinilpirrolidona y derivados de almidén
tales como glicolato sédico de almidon. Los lubricantes adecuados incluyen, por ejemplo, estearato de magnesio.
Los agentes humectantes farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen laurilsulfato de sodio. Estas
composiciones orales sélidas pueden prepararse mediante métodos convencionales de combinacion, relleno,
preparacion de comprimidos o similares. Pueden usarse operaciones de combinacion repetidas para distribuir el
agente por todas esas composiciones empleando grandes cantidades de cargas. Tales operaciones son,
naturalmente, convencionales en la técnica. Las preparaciones liquidas orales pueden estar en forma de, por
ejemplo, suspensiones, disoluciones, emulsiones, jarabes o elixires acuosos u oleosos, o pueden presentarse como
un producto seco para su reconstitucion con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Tales preparaciones
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liqguidas pueden contener aditivos convencionales tales como agentes de suspension, por ejemplo sorbitol, jarabe,
metilcelulosa, gelatina, hidroxietilcelulosa, carboximetilcelulosa, gel de estearato de aluminio o grasas comestibles
hidrogenadas, agentes emulsionantes, por ejemplo lecitina, monooleato de sorbitano, o goma arabiga; vehiculos no
acuosos (que pueden incluir aceites comestibles), por ejemplo, aceite de almendras, aceite de coco fraccionado,
ésteres oleosos tales como ésteres de glicerina, propilenglicol o alcohol etilico; conservantes, por ejemplo p-
hidroxibenzoato de metilo o propilo o acido soérbico, y si se desea agentes aromatizantes o colorantes
convencionales. Las formulaciones orales también incluyen formulaciones de liberaciéon sostenida convencionales,
tales como comprimidos o granulos que tienen un recubrimiento entérico. Preferiblemente, las composiciones para
inhalacion se presentan para su administracion al aparato respiratorio como un rapé o un aerosol o disolucién para
un nebulizador, o como un polvo microfino para insuflaciéon, solo o en combinaciéon con un portador inerte tal como
lactosa. En tal caso, las particulas de compuesto activo tienen de manera adecuada diametros de menos de 50
micrémetros, preferiblemente menos de 10 micrometros, por ejemplo entre 1 y 5 micrémetros, tal como entre 2 y 5
micrémetros. Una dosis inhalada favorecida estara en el intervalo de 0,05 a 2 mg, por ejemplo de 0,05 a 0,5 mg, de
0,1 a1 mg o de 0,5 a 2 mg. Para la administracion parenteral, se preparan formas fluidas de dosis unitaria que
contienen un compuesto tal como se describe en el presente documento y un vehiculo estéril. EI compuesto activo,
dependiendo del vehiculo y la concentracion, puede o bien suspenderse o bien disolverse. Las disoluciones
parenterales normalmente se preparan disolviendo el compuesto en un vehiculo y esterilizando por filtracién antes
del llenado en una ampolla o vial adecuado y sellando. Ventajosamente, también se disuelven en el vehiculo
adyuvantes tales como un anestésico local, conservantes y agentes tamponantes. Para potenciar la estabilidad, la
composicion puede congelarse tras el llenado en el vial y puede retirarse el agua a vacio. Las suspensiones
parenterales se preparan sustancialmente de la misma manera, excepto que el compuesto se suspende en el
vehiculo en lugar de disolverse y esterilizarse mediante su exposicion a 6xido de etileno antes de la suspension en
el vehiculo estéril. Ventajosamente, se incluye un tensioactivo o agente humectante en la composicion para facilitar
la distribucién uniforme del compuesto activo. Cuando resulta apropiado, pueden incluirse pequefias cantidades de
broncodilatadores, por ejemplo aminas simpatomiméticas tales como isoprenalina, isoetarina, salbutamol, fenilefrina
y efedrina; derivados de xantina tales como teofilina y aminofilina y corticosteroides tales como prednisolona y
estimulantes suprarrenales tales como ACTH. Tal como es practica comun, las composiciones iran acompafadas
habitualmente de indicaciones por escrito o impresas para su uso en el tratamiento médico de interés.

La administracion de dominios de unién, en particular dominios variables individuales de inmunoglobulina, a las
células puede realizarse tal como se describe para péptidos, polipéptidos y proteinas. Si el antigeno es extracelular
o un dominio extracelular, el dominio de unién puede ejercer su funcién uniéndose a este, sin necesidad de
administracion intracelular. Los dominios de unién tal como se describe en el presente documento pueden
seleccionar como diana epitopos conformacionales intracelulares de GPCR:proteinas G de interés. Para usar estos
dominios de unién como agentes terapéuticos eficaces y seguros dentro de una célula, puede potenciarse la
administracion intracelular mediante la transduccién de proteinas o sistemas de administracién conocidos en la
técnica. Los dominios de transduccion de proteinas (PTD) han atraido interés considerable en el campo de la
administracion de farmacos por su capacidad para translocarse a través de las membranas bioldgicas. Los PTD son
secuencias relativamente cortas (11-35 aminoacidos) que confieren su actividad de translocacién aparente a
proteinas y otras cargas macromoleculares con las que se conjugan, complejan o fusionan (Sawant y Torchilin
2010). El péptido TAT derivado de VIH (YGRKKRRQRRR), por ejemplo, se ha usado ampliamente para la
administracion intracelular de diversos agentes que oscilan entre moléculas pequefas y proteinas, péptidos,
variedad de nanoportadores farmacéuticos y agentes de obtencién de imagenes. Alternativamente, también pueden
usarse mecanismos endociticos mediados por receptor para la administracion de farmacos intracelular. Por ejemplo,
la ruta de internalizacion mediada por el receptor de transferrina es una ruta de captacion celular eficaz que se ha
explotado para la administracion especifica de sitio de farmacos y proteinas (Qian et al. 2002). Esto se logra o bien
quimicamente mediante la conjugacion de transferrina con proteinas o farmacos terapéuticos o genéticamente
mediante la infusién de proteinas o péptidos terapéuticos en la estructura de transferrina. Proteinas que existen de
manera natural (tales como la proteina de unién a hierro, transferrina) son muy Utiles en esta area de
direccionamiento de farmacos, puesto que estas proteinas son biodegradables, no téxicas y no inmunogénicas.
Ademas, pueden lograr direccionamiento especifico de sitio debido a las altas cantidades de sus receptores
presentes sobre la superficie celular. Todavia otros sistemas de administracion incluyen, sin el fin de ser limitativo,
sistemas de administraciéon basados en polimeros y liposomas.

La eficacia de los dominios de unidn descritos en el presente documento, y de composiciones que comprenden los
mismos, puede someterse a prueba usando cualquier ensayo in vitro, ensayo basado en células, ensayo in vivo y/o
modelo animal adecuado conocido per se, o cualquier combinacion de los mismos, dependiendo de la enfermedad o
trastorno especificos implicados.

Examen, seleccion, produccién de dominios de unién

Todavia en otro aspecto, la memoria descriptiva también engloba un método de examinar dominios de unién
dirigidos contra y/o que se unen especificamente a un complejo que comprende un GPCR y una proteina G, que
comprende las etapas de:

a) proporcionar una pluralidad de dominios de union, y
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b) examinar dicha pluralidad de dominios de unién para un dominio de unién que se une a un complejo que
comprende un GPCR y una proteina G, y

c) aislar el dominio de unién que se une al complejo.

Preferiblemente, los dominios de union se generan y se examinan para su unién especifica a un complejo que
comprende un GPCR y una proteina G y opcionalmente un ligando de receptor. Los dominios de union también
pueden generarse y examinarse para su union especifica a una proteina G. Tal como se describe en el presente
documento, los dominios de unién pueden generarse de muchos modos. En el caso de dominios variables
individuales de inmunoglobulina, tales como Nanobodies, normalmente, se realizara la inmunizacién de un animal
con un complejo diana que comprende un GPCR unido a una proteina G y un ligando de receptor, tal como se
describié anteriormente en el presente documento (por ejemplo, para secuencias de VyH, como ejemplo no
limitativo) y también se ejemplifican adicionalmente en el presente documento.

Para la inmunizaciéon de un animal con un complejo diana, las proteinas del complejo diana (es decir, GPCR vy
proteina G) pueden producirse y purificarse usando métodos convencionales que pueden emplearse expresando
una forma recombinante de dichas proteinas en una célula huésped, y purificando las proteinas usando
cromatografia de afinidad y/o métodos basados en anticuerpos. En particular, puede emplearse el sistema de
baculovirus/Sf-9 para la expresiéon, aunque también pueden usarse otros sistemas de expresion (por ejemplo,
sistemas de células bacterianas, de levaduras o de mamifero). Se describen métodos a modo de ejemplo para
expresar y purificar GCPR, por ejemplo, en Kobilka (1995), Eroglu et al (2002), Chelikani et al (2006) y en el libro
“Identification and Expression of G Protein-Coupled Receptors” (Kevin R. Lynch (Ed.), 1998), entre muchos otros.
También puede reconstituirse un complejo GPCR:proteina G funcional usando un receptor purificado (por ejemplo,
B2-AR o MOR) reconstituido en particulas de HDL recombinantes con un exceso estequiométrico de la proteina G
(Gs o Gi) tal como se describe en Whorton et al. (2009) para 2-AR:Gs o en Kuszak et al. (2009) para MOR:Gi. Un
GPCR también puede reconstituirse en vesiculas de fosfolipidos y cargarse con un exceso estequiométrico de la
proteina G. Asimismo, se conocen métodos para reconstituir un GPCR activo en vesiculas de fosfolipidos y se
describen en: Luca ef al (2003), Mansoor et al (2006), Niu et al. (2005), Shimada et al. (2002) y Eroglu et al. (2003),
entre otros. En determinados casos, el GPCR vy los fosfolipidos pueden reconstituirse a alta densidad (por ejemplo,
1 mg de receptor por mg de fosfolipido). En muchos casos, un GPCR puede estar presente en la vesicula de
fosfolipidos en ambas orientaciones (en la orientacion normal, y en la orientacion “invertida” en la que los bucles
intracelulares estan fuera de las vesiculas). Otros métodos de inmunizacién con un GPCR incluyen, sin limitacion, el
uso de células completas que expresan un GPCR y/o una proteina G o membranas derivadas de los mismos.

En particular, el animal puede inmunizarse con un complejo diana que se reticula con un agente de reticulacion
bifuncional (véase también la seccion de ejemplos). También puede realizarse reticulacion quimica usando técnicas
convencionales que conoce bien el experto en la técnica (véase, por ejemplo, Hermanson, G.T. (2008) Bioconjugate
Techniques, 22 ed., Elsevier Inc., 1202 paginas).

Puede inmunizarse cualquier animal adecuado, por ejemplo, un animal de sangre caliente, en particular un mamifero
tal como un conejo, ratén, rata, camello, oveja, vaca o cerdo o un ave tal como un pollo o pavo, usando cualquiera
de las técnicas bien conocidas en la técnica adecuadas para generar una respuesta inmunitaria.

El examen para determinar dominios de uniéon que se unen especificamente a un epitopo conformacional de un
complejo diana puede realizarse, por ejemplo, examinando un conjunto, coleccién o biblioteca de células que
expresan los dominios de union sobre su superficie (por ejemplo, células B obtenidas de un camélido inmunizado de
manera adecuada), examinando una biblioteca de dominios de unién (no inmunitaria o inmunitaria), o examinando
una biblioteca de secuencias de acido nucleico (no inmunitaria o inmunitaria) que codifican para secuencias de
aminoacidos de los dominios de unién, que pueden realizarse todos ellos de una manera conocida per se, y un
método que puede comprender opcionalmente ademas una o mas de otras etapas adecuadas, tales como, por
ejemplo y sin limitacién, una etapa de maduracién por afinidad, una etapa de expresion de la secuencia de
aminoacidos deseada, una etapa de examen para determinar la union y/o para determinar la actividad contra el
antigeno deseado, una etapa de determinacion de la secuencia de aminoacidos o la secuencia de nucleétidos
deseada, una etapa de introducciéon de una o mas sustituciones de humanizacién, una etapa de aplicaciéon de
formato en un formato multivalente y/o multiespecifico adecuado, una etapa de examen para determinar las
propiedades bioldgicas y/o biofisicas deseadas (es decir, usando un ensayo adecuado conocido en la técnica), y/o
cualquier combinacion de una o mas de tales etapas, en cualquier orden adecuado.

Auln otro aspecto se refiere a un kit que comprende un dominio de unién tal como se describe en el presente
documento. El kit puede comprender ademas una combinaciéon de reactivos tales como tampones, etiquetas
moleculares, constructos de vectores, material de muestra de referencia, asi como soportes soélidos, células, acidos
nucleicos adecuados y similares. Un kit de este tipo puede ser Util para cualquiera de las aplicaciones tal como se
describe en el presente documento. Por ejemplo, el kit puede comprender (una biblioteca de) compuestos de prueba
Utiles para aplicaciones de examen de compuestos.

Finalmente, un ultimo aspecto es el uso de cualquier dominio de unién tal como se describe en el presente
documento para aislar secuencias de aminoacidos que son responsables para la unién especifica a un epitopo
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conformacional de un complejo GPCR:proteina G y para construir dominios de unién artificiales basandose en
dichas secuencias de aminoacidos. Se apreciara que en los dominios de unién tal como se describe en el presente
documento, se conocen las regiones de marco y las regiones determinantes de complementariedad, y el estudio de
derivados del dominio de unién, que se unen al mismo epitopo conformacional de un complejo GPCR:proteina G,
permitira deducir los aminoacidos esenciales implicados en la unién a dicho epitopo conformacional. Este
conocimiento puede usarse para construir un dominio de unién minimo y para crear derivados del mismo, que
pueden obtenerse de manera rutinaria mediante técnicas conocidas por el experto en la técnica.

Los siguientes ejemplos pretenden promover una comprension adicional de la presente invencion. Aunque la
presente invencién se describe en el presente documento con referencia a las realizaciones ilustradas, debe
entenderse que la invencion no se limita a ellas. Los expertos habituales en la técnica y con acceso a las
ensefianzas en el presente documento reconoceran modificaciones y realizaciones adicionales dentro del alcance
de las mismas. Por tanto, la presente invencién esta limitada solamente por las reivindicaciones adjuntas en el
presente documento.

Ejemplos
Ejemplo 1: Formacion y purificacion de un complejo ternario agonista-p2AR-Gs estable

Se llevd a cabo la formacion de un complejo estable (véase la figura 2) mezclando heterotrimero de Gs a una
concentracion de aproximadamente 100 uM con BI-167107 unido a T4L-B2AR (o B2AR-365) en exceso molar
(aproximadamente 130 uM) en 2 ml de tampdén (HEPES 10 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, DDM al 0,1%, EDTA 1 mM,
MgCl> 3 mM, BI-167107 10 uM) e incubando durante 3 h a temperatura ambiente. BI-167107, que se identificd
examinando y caracterizando aproximadamente 50 agonistas de B2AR diferentes, tiene una semivida de disociacion
de aproximadamente 30 h proporcionando un grado de estabilizacién mayor al receptor unido a proteina G activo
que otros agonistas completos tales como isoproterenol (Rasmussen et al., 2011). Para mantener el estado libre de
nucledtidos de alta afinidad del complejo, se afiadié apirasa (25 mU/ml, NEB) tras 90 min para hidrolizar GDP
residual liberado de Gas tras la unién al receptor. GMP que resulta de la hidrélisis de GDP mediante apirasa tiene
muy poca afinidad por la proteina G en el complejo. La unién de nuevo de GDP puede producir la disociacion del
complejo R:G (figura 3a).

El complejo R:G en DDM muestra disociacion significativa tras 48 horas a 4°C (figura 4a). Se examinaron y se
caracterizaron mas de 50 anfifilos (datos no mostrados) y se identific6 MNG-3 (NG-310, Affymetrix-Anatrace; Chae
et al, 2011) y sus analogos estrechamente relacionados como detergentes que estabilizan sustancialmente el
complejo (figuras 4a, b). El complejo se intercambié en MNG-3 afiadiendo la mezcla R:G (2 ml) a 8 ml de tampdn
(HEPES 20 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, BI-167107 10 uM) que contenia MNG-3 al 1% durante 1 h a temperatura
ambiente.

En esta fase, la mezcla contiene el complejo R:G, Gs no funcional y un exceso de B2AR. Para separar el complejo
R:G funcional de Gs no funcional, y para completar el intercambio con detergente, el complejo R:G se inmovilizd
sobre resina M1 Flag y se lavé en tampén (HEPES 20 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, BI-167107 10 uM, y CaCl, 3 mM)
que contenia MNG-3 al 0,2%. Para impedir la agregacion mediada por puentes de cisteina de los complejos R:G, se
afadié TCEP 100 uM a la proteina eluida antes de concentrarla con un concentrador Millipore de MWCO de 50 kDa.
El procedimiento de cromatografia de exclusién molecular final para separar el receptor libre en exceso del complejo
R:G (figura 5b) se realizé en una columna 200 10/300 GL (GE Healthcare) equilibrada con tampdn que contenia
MNG-3 al 0,02%, HEPES 10 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, BI-167107 10 uM, y TCEP 100 uM. Se combinaron las
fracciones pico (figura 5b) y se concentraron hasta aproximadamente 90 mg ml™" con un concentrador Viva-spin de
MWCO de 100 kDa y se analizaron mediante tinciéon con SDS-PAGE/azul brillante de Coomassie (figura 5a) y
filtracion en gel (figura 5c). Para confirmar una preparacion pura, homogénea y desfosforilada, el complejo R:G se
analiz6 de manera rutinaria mediante cromatografia de intercambio iénico (figura 5d).

Ejemplo 2: Generacion de Nanobodies que se unen al complejo ternario agonista:32AR:Gs

A partir de la obtencion de imagenes al EM con tinciéon negativa (datos no mostrados), se observé que el dominio
helicoidal alfa de Gas era flexible. La estabilizacion dirigida de este dominio se abord6é generando Nanobodies que
se unen al complejo ternario agonista-p2AR:Gs. Los Nanobodies son anticuerpos de dominio individual, derivados
de anticuerpos soélo de cadena pesada de llama (Muildermans, 2001). Para identificar los Nanobodies que se unen al
receptor (cargado con agonista) receptor acoplado a proteina Gs, se inmunizaron dos llamas (Llama glama) con el
complejo ternario B2AR:Gs:BI167107 reticulado con bis(sulfosucinimidil)glutarato (BS2G, Pierce). Se inmunizaron
ambos animales con 4 inyecciones bisemanales de 50 a 100 ug. Tras completar la inmunizacion, se aislaron
linfocitos de sangre periférica de los animales inmunizados para extraer el ARN total y preparar ADNc. Se aislé ARN
total de aproximadamente 10’ linfocitos tal como se describe en Chomczynski y Sacchi (1987). Se prepard sintesis
de ADNc de primera hebra usando un cebador dN6 y la RT Superscript segun las instrucciones de los fabricantes
(Invitrogen). Se amplificaron genes VHH que codifican para los fragmentos a partir de este ADNc mediante PCR
usando cebadores especificos tal como se describié anteriormente (Conrad et al.,, 2001). Usando PCR anidada, se
obtuvieron por ingenieria genética Pst1 y BstEll al inicio y al final del marco de lectura abierto de VHH,
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respectivamente. Se clonaron los VHH como fragmentos Pst1-BstEll en el vector de presentacion en fagos pMESy4.
Para cada llama, se construyd una biblioteca de presentacion en fagos independiente que albergaba el repertorio de
Nanobodies respectivo como una fusion de genes Il (Domanska et al. 2011). Los Nanobodies especificos de
complejo R:G se enriquecieron mediante dos rondas biopanning (seleccion de fagos por afinidad) en i) el complejo
ternario B2AR:Gs:BI167107 incluido en particulas de lipoproteinas de alta densidad biotiniladas ApoL (rHDL,
Whorton et al. 2007) o ii) en el complejo ternario B2AR:Gs:BI167107 reticulado con BS2G. Para la primera estrategia
de biopanning, se inmovilizaron particulas de rHDL biotiniladas que contenian el complejo ternario
B2AR:Gs:BI167107 sobre una placa Maxisorp (Nunc) recubierta con neutravidina a 1 ug/pocillo en Hepes 20 mM (pH
8,0), NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, TCEP 100 uM y BI167107 100 nM. Para la segunda estrategia de biopanning, €l
complejo ternario B2AR:Gs:BI167107 reticulado con BS2G se recubrié en fase soélida sobre una placa Maxisorp a
1 ug/pocillo. Para cada ronda de biopanning, se afadieron 10" fagos a los antigenos inmovilizados y se incubaron
durante de una a dos horas. A continuacién, se retiraron los fagos no unidos de los pocillos que contenian el
antigeno y se lavaron los pocillos 14 veces con Hepes 20 mM, NaCl 100 mM, pH 8 y finalmente se incubaron
durante 10 minutos con 200 pl de Hepes 20 mM (pH 8,0), NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, TCEP 100 uM y BI167107
100 nM para retirar los fagos no especificos. Para eluir los fagos especificos de complejo, se trataron los pocillos con
tripsina, se recubrieron con fagos y se usaron para infectar células TG1 en crecimiento exponencial (DO600+0,5). A
partir de cada biblioteca enriquecida, se recogieron aleatoriamente 48 colonias y se hicieron crecer en 1 ml de 2xTY
que contenia ampicilina y glucosa. Se indujeron los cultivos con IPTG para inducir la expresion de los Nanobodies y
se prepararon extractos periplasmaticos que contenian un Nanobody purificado parcialmente. Se analizaron los
Nanobodies contenidos en estos extractos periplasmaticos para determinar la uniéon al complejo ternario
agonista:p2AR:Gs mediante ELISA.

Se analizaron Nanobodies enriquecidos en particulas de rHDL biotiniladas que contenian el complejo ternario
B2AR:Gs:BI167107 mediante ELISA comparativo en el mismo complejo inmovilizado sobre placas Maxisorb
recubiertas con neutravidina frente a particulas rHDL vacias. Se analizaron Nanobodies enriquecidos en complejo
ternario B2AR:Gs:BI167107 reticulado con BS2G recubierto sobre fase sélida mediante ELISA comparativo en el
mismo complejo recubierto sobre fase soélida frente a pocillos no recubiertos. A partir de las colonias que puntuaron
positivo en ELISA comparativo, se prepararon clones individuales, se extrajo el ADN y se analizaron las secuencias
de los genes de Nanobodies codificados usando métodos de rutina (secuencias de aminoacidos mostradas en las
tablas 2-3). Para Nb35, Nb36 y Nb37, la unidn al complejo ternario f2AR:Gs:BI167107 se confirmé adicionalmente
mediante filtracion en gel analitica (figuras 3d, 3e, 3f, 3g).

Ejemplo 3: Nb35, Nb36 y Nb37 se unen a Gs e impiden la disociacion del complejo mediante GTPyS

Para determinar si los Nanobodies producidos contra el complejo ternario f2AR:Gs:BI167107 (tabla 2) se unen al
receptor o a Gs, a continuacién se monitorizé la unién de estos Nanobodies en ELISA en receptor purificado solo.
Todos los Nanobodies de la tabla 2 puntuaron negativos en B2AR-356 unido a agonista recubierto sobre fase solida
(Maxisorb, Nunc) reconstituido a alta densidad en vesiculas de fosfolipidos (Rasmussen et al.,, 2011). Nb80, un
Nanobody especifico de f2AR (Rasmussen et al. 2011) puntud positivo en este ELISA. Ninguno de los agentes de
union de B2AR:Gs:BI167107 descritos en la tabla 2 se unen al receptor reconstituido solo, indicando que se unen a
epitopos contenidos en Gs. La cromatografia de exclusion molecular muestra que Nb35 y Nb37 se unen a epitopos
separados en el heterotrimero de Gs para formar un complejo R:G:Nb35:Nb37 (figura 3d). De manera similar, Nb36
y Nb37 se unen a epitopos separados en el heterotrimero de Gs para formar un complejo R:G:Nb36:Nb37 (figura
3e).

GDP, GTP y analogos de GTP no hidrolizables alteran el complejo B2AR:Gs (figura 3a), produciendo la disociacion
de complejos de GPCR vy proteina G in vitro e in vivo. Se analizaron los efectos mutuos de los Nb y el analogo de
GTP no hidrolizable GTPyS sobre la integridad del complejo ternario agonista:32AR:Gs mediante cromatografia de
exclusion molecular analitica en presencia y ausencia de GTPyS. Se encontré6 que los Nanobodies 35, 36 y 37
protegen el complejo B2AR:Gs:BI167107 de la disociacion mediante GTPyS (figuras 3d, 3e y 3g).

Ejemplo 4. Cristalizacion asistida por Nanobody del complejo f2AR-Gs

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) son responsables de la mayoria de respuestas celulares a
hormonas y neurotransmisores asi como de los sentidos de la vista, el olfato y el gusto. El paradigma de
sefializacion de GPCR es la activacion de una proteina de unién a GTP heterotrimérica (proteina G) mediante un
receptor ocupado por agonista. En un esfuerzo por entender la base estructural para la sefializacion de GPCR, se
cristalizé el complejo B2AR-Gs para resolver su estructura mediante cristalografia de rayos X.

Un reto para la cristalogénesis fue preparar un complejo B2AR:Gs estable en disolucién de detergente. El 2AR y Gs
se acoplan eficazmente en bicapas lipidicas, pero no en detergentes usados para solubilizar y purificar estas
proteinas (ejemplo 1). Se encontré que podria prepararse un complejo B2AR:Gs relativamente estable mezclando
GDP-Gs purificado (concentracion final de aproximadamente 100 uM) con un exceso molar de B2AR purificado unido
a un agonista de alta afinidad (BI167107; Rasmussen et al. 2011) en disolucidon de dodecilmaltésido. Se afiadié
apirasa, una purina pirofosfatasa no selectiva, para hidrolizar el GDP liberado de Gs en la formacién de un complejo
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con el B.AR. Posteriormente se purifico el complejo mediante cromatografia de afinidad con anticuerpos
secuenciales y cromatografia de exclusion molecular. Se potencio la estabilidad del complejo intercambiandolo en
un detergente de maltosa-neopentilglicol desarrollado recientemente (NG-310, Anatrace) (Chae et al. 2010). Este
complejo podia incubarse a temperatura ambiente durante 24 h sin degradacion apreciable; sin embargo, los
esfuerzos iniciales para cristalizar el complejo usando examenes en matriz dispersa en micelas de detergente,
bicelas y fase cubica lipidica (LCP) fallaron.

Para evaluar adicionalmente la calidad del complejo, se analiz6 la proteina mediante microscopia electrénica (EM)
de particulas individuales. Los resultados confirmaron que el complejo era monodisperso (datos no mostrados), pero
revelaron otros posibles cuellos de botella para obtener cristales de difraccion de calidad. En primer lugar, el
detergente usado para estabilizar el complejo formé una gran micela, dejando poca superficie polar sobre el lado
extracelular del complejo B2AR:Gs para la formaciéon de contactos de estructura reticular cristalina. Por tanto, se
reemplazé el extremo amino terminal no estructurado en el B2AR con lisozima de T4 (T4L). Se us6 previamente T4L
para facilitar la cristalogénesis del B2AR inactivo insertando T4L entre los extremos citoplasmaticos de los segmentos
transmembrana (TM) 5 y 6 (Rosenbaum et al. 2007). Esta proteina de fusiéon (T4L-B2AR) mostré propiedades de
union a ligando y acoplamiento de Gs normales. Se llevaron a cabo ensayos de cristalizacion en LCP usando una
monoleia modificada (7.7 MAG, proporcionada por Martin Caffrey) disefiada para adaptarse al gran componente
hidréfilo del complejo T4L-B.AR:Gs (Misquitta et al. 2004). Aunque pudieron obtenerse cristales pequefios que
difractaron a 7A, no pudo mejorarse su calidad a través del uso de aditivos y otras modificaciones.

Otro posible problema para la cristalogénesis revelado por el analisis de EM de particulas individuales fue la
variabilidad aumentada en la colocacién del componente de hélice a de la subunidad Gas. Gas consiste en dos
dominios, el dominio GTPasa similar a ras (GasRas), que interacciona con el $2AR y la subunidad G, y el dominio
de hélice a (GasAH) (Sprang et al. 1997). La superficie de contacto de los dos subdominios Gas forma la cavidad de
union a nucledtidos (figura 1), y los promedios 2D de EM y las reconstrucciones 3D sugieren que en ausencia de
nucledtido de guanina, GasAH tiene una posicion variable en relacion con el complejo T4L-B,AR-GasRAS-GBy
(figura 1b).

En un esfuerzo por facilitar adicionalmente la cristalogénesis del complejo, se intenté la cocristalizacion del complejo
con Nanobody 35. Nb35 protege el complejo de la disociacion mediante GTPyS, lo que sugiere una interaccion
Gs:Nb de estabilizacion (figura 3a). Se mezclaron el complejo T4L-$2AR:Gs unido a BI-167107 y Nb35 en una razén
molar de 1:1,2 (véanse las figuras 6 y 7). Se verificd el pequefio exceso molar de Nb35 mediante filtracion en gel
analitica (figura 7b). Se incubd la mezcla durante 1 h a temperatura ambiente antes de mezclarse con 7.7 MAG
(facilitado por Martin Caffrey) que contenia el 10% de colesterol (C8667, Sigma) en una razén de proteina con
respecto a lipido de 1:1 (p/p) usando el método de mezclado con jeringuilla doble indicado previamente (Caffrey
2009). La concentraciéon del complejo R:G:Nb en 7.7 MAG fue de aproximadamente 25 mg/ml. Se administro la
mezcla de proteinas:lipidos a través de un robot de dispensacion de LCP (Gryphon, Art Robbins Instruments) en
gotas de 40 nl a placas sandwich de vidrio o bien de 24 pocillos o bien de 96 pocillos y se recubrieron en blogue con
0,8 pl de disolucioén precipitante. Inicialmente se identificaron prototipos de cristalizacion multiple usando examenes
internos basados parcialmente en reactivos del kit StockOptions Salt (Hampton Research). Se hicieron crecer
cristales para la recogida de datos en PEG 400 del 18 al 22%, MES 100 mM pH 6,5 (figura 1c), nitrato de potasio de
350 a 450 mM, foscarnet 10 mM (figura 3b), TCEP 1 mM y BI167107 10 uM. Los cristales alcanzaron tamafio
completo en el plazo de 3-4 dias a 20°C (figura 8) y se recogieron de una mesofase de tipo esponja y se
ultracongelaron sin agente crioprotector adicional en nitrégeno liquido.

Ejemplo 5: Nb35 facilita la formacion de cristales del complejo R:G

El complejo T4L-B2AR:Gs:Nb35 unido a BI-167107 cristalizd en el grupo espacial P24, con un solo complejo en cada
unidad asimétrica. La figura 9a muestra las interacciones de empaquetamiento cristalografico. La figura 9b muestra
la estructura del complejo completo incluyendo T4L y Nb35, y la figura 9c muestra el complejo B2AR:Gs solo.

Los complejos T4L-B2AR:Gs:Nb35 unidos a BI-167107 se disponen en capas acuosas Y lipidicas alternas con
contactos de estructura reticular formados casi exclusivamente entre los componentes solubles del complejo,
dejando las moléculas de receptor suspendidas entre capas de proteinas G y ampliamente separadas entre si en el
plano de la membrana. Se forman amplios contactos de estructura reticular entre todas las proteinas solubles,
representando probablemente la difraccion global fuerte y la densidad electrénica notablemente clara para la
proteina G.

Nb35 y T4L facilitaron la formacion de cristales del complejo T4L-B2AR:Gs:Nb35 unido a BI-167107. Nb35 se une a
un epitopo conformacional en Gs y se empaqueta en la superficie de contacto de las subunidades G y Ga con la
region determinante de complementariedad (CDR, definida segun la numeracién IMTG; Lefranc, 2003) 1 que
interacciona principalmente con Gp (figura 10a) y un bucle de CDR3 largo que interacciona tanto con la subunidad
GB como con la Ga (figura 10b). Algunas regiones de marco de Nb35 también interaccionan con Ga del mismo
complejo (figura 10C). Otras regiones de marco de un complejo interaccionan con las subunidades Go de dos
complejos adyacentes (figura 11), contribuyendo considerablemente a los contactos cristalinos dentro de la
estructura reticular cristalina. TAL forma interacciones relativamente escasas con el extremo amino-terminal del
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receptor, pero se empaqueta contra el extremo amino-terminal de la subunidad GB de un complejo, el extremo
carboxilo-terminal de la subunidad Gy de otro complejo, y la subunidad Ga de aun otro complejo.

Ejemplo 6. Estructura del 32AR en estado activo

La estructura de B2AR:Gs proporciona los primeros conocimientos de alta resolucion sobre el mecanismo de
transduccion de sefiales a través de la membrana plasmatica por un GPCR, y la base estructural para las
propiedades funcionales del complejo ternario. La figura 12a compara las estructuras del receptor unido a agonista
en el complejo B2AR:Gs y el B2AR inactivo unido a carazolol. La mayor diferencia entre las estructuras inactivas y
activas es un movimiento hacia el exterior de 14 A de TM6 cuando se mide en el carbono Ca de E268. Hay un
movimiento hacia el exterior mas pequefio y la extension del extremo citoplasmatico de la hélice de TM5 de 7
residuos. Una extension de 26 aminoacidos en el tercer bucle intracelular (ICL3) esta desordenada. Otra diferencia
notable entre las estructuras inactivas y activas es el segundo bucle intracelular (ICL2), que forma un bucle
extendido entre la estructura de B2AR inactiva y una hélice a en el complejo B2AR:Gs. Esta hélice también se
observa en la estructura de B2AR-Nb80 (figura 12b); sin embargo, puede no ser una caracteristica que sea Unica
para el estado activo, puesto que también se observa en la estructura inactiva del 31AR aviar altamente homodlogo
(Warne et al, 2008).

La calidad de los mapeos de densidad electronica para el B2AR es la mayor en esta superficie de contacto de B2AR-
GasRas, y mucho mas débil para la mitad extracelular, posiblemente debido a la falta de contactos de estructura
reticular cristalina con la superficie extracelular (figura 9a). Como resultado, no puede modelarse con seguridad el
agonista de alta afinidad (BI-167107) en la cavidad de unién a ligando. Sin embargo, la estructura global del f2AR en
el complejo T4L-B,AR:Gs es muy similar a la estructura en estado activo reciente de B2AR estabilizada por un
Nanobody mimético de proteina G (Nb80). Estas estructuras se desvian principalmente en los extremos
citoplasmaticos de los TM 5y 6 (figura 12b), debido posiblemente a la presencia de T4L que sustituye a ICL3 en la
estructura de B2AR-Nb80. No obstante, el complejo B2AR-Nb80 presenta la misma alta afinidad por el agonista
isoproterenol que el complejo B2AR:Gs (Rasmussen et al, 2011), lo que concuerda con la alta homologia estructural
entorno a la cavidad de union a ligando. Los mapeos de densidad electronica para los cristales de B2AR-Nb80
proporcionan una vista mas fiable de los reordenamientos conformacionales de aminoacidos entorno a la cavidad de
union a ligando y entre la cavidad de union a ligando y la superficie de contacto de acoplamiento con Gs
(Rasmussen et al, 2011).

La figura 12c muestra la posicion de los motivos de secuencia altamente conservados incluyendo D/ERY y NPxxY
en el complejo B2AR:Gs en comparacion con el complejo B2AR-Nb80 (véase también la figura 13). Se ha propuesto
que estas secuencias conservadas son importantes para la activaciéon o para el mantenimiento del receptor en el
estado inactivo (Hofmann et al, 2009). Las posiciones de estos aminoacidos son esencialmente idénticas en estas
dos estructuras lo que demuestra que Nb80 es un sustituto de proteina G muy bueno. Sélo Arg131 difiere entre
estas dos estructuras. En la estructura de B2AR-Nb80, la Arg131 interacciona con Nb80, mientras que en la
estructura de B2AR:Gs, Arg131 se empaqueta contra Tyr391 de Gas (figura 13).

El estado activo del B2AR se estabiliza mediante amplias interacciones con (GasRas) (figura 14). No hay
interacciones directas con las subunidades Gp o Gy. La superficie enterrada total de la superficie de contacto de
B2AR-GausRas es de 2576 A% (1300 A? para GasRas y 1276 A? para el B,AR). Esta superficie de contacto se forma
mediante ICL2, TM5 y TM6 del B2AR, y mediante la hélice a5, la unién aN-B1, la parte superior de la hebra g3 y la
hélice a4 de GasRas (véase la tabla 6 para interacciones especificas). Se ha demostrado que las secuencias de
B2AR implicadas en esta interaccion desempefian un papel en el acoplamiento de proteinas G; sin embargo, no hay
ninguna secuencia consenso clara para la especificidad de acoplamiento de Gs cuando estos segmentos se alinean
con otros GPCR. Quiza esto no sea sorprendente considerando que B2AR también se acopla a Gi y que muchos
GPCR se acoplan a mas de una isoforma de proteina G. La base estructural para la especificidad de acoplamiento
de proteinas G debe implicar por tanto caracteristicas mas sutiles de la estructura secundaria y terciaria. No
obstante, una interaccion notable implica Phe139, que esta ubicada al comienzo de la hélice ICL2 y se asienta en
una cavidad hidréfoba formada por la His 41 de Gas al comienzo de la hebra 1, Val213 al comienzo de la hebra 3
y Phe376, Arg380 y 11e383 en la hélice o5 (figura 14c). El mutante F139A de B2AR presenta acoplamientos con Gs
alterados gravemente (Moro et al, 1993). El residuo correspondiente a Phe139 es una Phe o Leu en casi todos los
receptores acoplados a Gs, pero es mas variable en los GPCR que se sabe que se acoplan a otras proteinas G. Es
de interés que la hélice ICL2 se estabiliza mediante una interaccién entre Asp130 de la secuencia DRY conservada
y Tyr141 en el centro de la hélice ICL2 (figura 14c). Se ha demostrado que Tyr141 es un sustrato para la tirosina
cinasa receptora de insulina (Baltensperger et al, 1996); sin embargo, actualmente se desconoce la importancia
funcional de esta fosforilacion.

Ejemplo 7. Estructura de Gs activada

La observacion mas sorprendente en el complejo B2AR:Gs es el gran desplazamiento de GasAH en relaciéon con
GasRas (una rotacion de aproximadamente 180° alrededor de la union entre los dominios) (figura 15a). En la
estructura cristalina de Gas, la cavidad de unién a nucleétidos se forma mediante la superficie de contacto entre
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GasRas y GasAH. La unién del nucleotido de guanina estabiliza la interaccion entre estos dos dominios. La pérdida
de este efecto de estabilizacion de la union del nucledtido de guanina concuerda con la alta flexibilidad observada
para GasAH en el analisis de EM de particulas individuales del complejo solubilizado con detergente (datos no
mostrados). Esto también esta de acuerdo con el aumento en el intercambio de deuterio en la superficie de contacto
entre estos dos dominios tras la formacion del complejo (datos no mostrados). Recientemente Hamm, Hubbell y
colaboradores, usando espectroscopia de resonancia de electron doble (DEER), documentaron grandes cambios
(de hasta 20A) en la distancia entre sondas de nitréxido colocadas en los dominios Ras y helicoidal de Gi tras la
formacion de un complejo con rodopsina activada por luz (Van Eps 2011). Por tanto, quiza no es sorprendente que
GasAH se desplace en relacion con GasRas; sin embargo, su localizacion en esta estructura cristalina refleja
probablemente la influencia de interacciones de empaquetamiento cristalino mas que una conformacion fisiologica.

Las asociaciones conformacionales entre B2AR y la cavidad de unién a nucleétidos implican principalmente las
hélices amino y carboxilo terminales de Gas (figura 14). La figura 15b se centra en la region de GasRAS que
experimenta el mayor cambio conformacional cuando se compara la estructura de GasRAS del complejo Gs-B2AR
complejo con la del complejo Gas-GTPyS (Sunahara et al. 1997). La mayor diferencia se observa para la hélice a5,
que esta desplazada 6A hacia el receptor y rotada ya que el extremo carboxilo terminal se proyecta hacia el nicleo
transmembrana del 32AR. Asociado con este movimiento, el bucle 6-a5, que interacciona con el anillo de guanina
en la estructura de Gas-GTPyS, esta desplazado hacia fuera, alejandose de la cavidad de union a nucledtidos
(figuras 15b-d). ElI movimiento de la hélice a5 también esta asociado con cambios en las interacciones entre esta
hélice y la Iamina 6, el bucle aN-B1 y la hélice a1. La hebra 31 forma otra asociacion entre el 2AR y la cavidad de
union a nucleodtidos. El extremo C-terminal de esta hebra cambia la conformacion entorno a Gly47, y hay cambios
adicionales en el bucle B1-a1 (bucle P) que coordina el fosfato y en la forma unida a GTP (figura 15 b-d). Las
observaciones en la estructura cristalina estan de acuerdo con experimentos de intercambio de deuterio en los que
se potencia el intercambio de deuterio en la lamina B1 y el extremo amino terminal de la hélice a5 tras la formacion
del complejo B2AR:Gs libre de nucledtido (datos no mostrados).

No se ha determinado la estructura de un heterotrimero de Gs, por lo que no es posible comparar directamente la
superficie de contacto de Gas-GPy antes y después de la formacion del complejo B2AR:Gs. Basandose en la
estructura del heterotrimero de Gi unido a GDP (Wall et al. 1995), no se observan grandes cambios en las
interacciones entre GasRAS y Gpy tras la formacion del complejo con B2AR. Esto también concuerda con estudios
de intercambio de deuterio (datos no mostrados). Debe indicarse que Nb35 se une en la superficie de contacto entre
GasRas y GB (figura 2b). Por tanto, no puede excluirse la posibilidad de que Nb35 puede influir en la orientacion
relativa de la superficie de contacto de GasRas-GBy en la estructura cristalina. Sin embargo, los estudios de EM de
particulas individuales proporcionan evidencia de que Nb35 no altera las interacciones entre GasAH y GasRas
(datos no mostrados).

Ejemplo 8: Nb35 y Nb37 se unen a diferentes epitopos en Gs e inhiben la unién a nucleétidos

Para investigar el efecto de los Nanobodies (Nb35 y Nb37) sobre Gs sola, se afiadieron Nanobodies junto con
bodipy-GTPyS-FL y diversas preparaciones de proteinas Gs en Tris-HCI 20 mM, Ph 8,0, MgCl, 3 mM, DTT 1 mM en
un volumen final de 200 pl. Las muestras que contenian una proteina Gs heterotrimérica también incluian DDM al
0,1%. Bodipy-GTPyS-FL es un analogo de GTP fluorescente estable (Aex = 470 nm, Aem = 515 nm). Su intensidad de
fluorescencia aumenta tras la unién de la proteina G y, por tanto, puede usarse Bodipy-GTPyS-FL para mediciones
en tiempo real de la uniéon de nucledtidos a proteinas G (McEwen et al. 2001). Se midié la fluorescencia en un
formato de placa de microtitulacion de 96 pocillos en un lector de placas de fluorescencia M5 (Molecular Precision).

En un primer experimento (figura 16), se incubaron cantidades crecientes de Nb37 con GaS 1 uM y Bodipy-GTPyS-
FL 100 nM y se midié el aumento de fluorescencia en una escala de tiempo corto (300 segundos) para minimizar la
acumulacioén del producto de hidrdlisis, bodipy-fosfato (Jameson et al. 2005). Se purificd la subunidad Gas de la
proteina Gs heterotrimérica tal como se describié anteriormente (Sunahara et al. 1997). A partir de este experimento,
parece que Nb37 bloquea la union de GTPyS a Gsa sola de una manera dependiente de la dosis. Estos resultados
también indican que el epitopo de unidon de Nb37 esta confinado a la subunidad Gso de la proteina Gs
heterotrimérica. En un experimento similar (figura 17), se incubaron cantidades crecientes de Nb35 con Gas
purificada 1 uM y Bodipy-GTPyS-FL 100 nM. De acuerdo con la observacion de que Nb35 se une a un epitopo
compuesto por elementos de GasRAS y G (véase el ejemplo 7), Nb35 no tiene efecto sobre la union de GTPyS a la
subunidad GaS sola.

En otro experimento (figura 18), se incubaron cantidades crecientes de Nb35 con 1 uM del heterotrimero Gsopy
purificado y Bodipy-GTPyS-FL 100 nM. Este experimento indica que Nb35 bloquea la union de GTPyS al
heterotrimero de Gsay libre de una manera dependiente de la dosis.

Ejemplo 9. Nb35 estabiliza otros complejos agonista-GPCR-Gs

La subunidad Gs alfa (o proteina Gs) es una subunidad de proteina G heterotrimérica que activa la ruta dependiente
de AMPc mediante la activacion de la adenilato ciclasa. Los receptores acoplados a proteinas G que se acoplan a
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Gs incluyen: receptores 5-HT tipos 5-HT4 y 5-HT7, receptor de ACTH, receptor de adenosina tipos A2a y A2b,
receptor de arginina-vasopresina 2, receptores p-adrenérgicos tipos 1, B2 y B3, receptor de calcitonina, receptor
peptidico relacionado con el gen de calcitonina, receptor de la hormona liberadora de corticotropina, familia de
receptores de dopamina similares a D1 (D1 y D5), receptor de FSH, receptor del polipéptido inhibidor gastrico,
receptor de glucagoén, receptor del péptido similar a glucagon 1 (GLP1-R), receptor de histamina H2, receptor de
hormona luteinizante/coriogonadotropina, receptor de melanocortina, receptor 1 de hormona paratiroidea, receptor
de prostaglandina tipos D2 y 12, receptor de secretina, receptor de tirotropina, entre otros.

Para determinar si los Nanobodies que se unen a Gs en B2AR:Gs:BI167107 también estabilizan otros complejos
GPCR:Gs:agonista, se preparé un complejo del receptor de arginina-vasopresina 2 (ndmero de registro P30518;
V2R_HUMAN) en complejo con Gs, Nb35 y arginina-vasopresina (AVP:NT4LV2R:Gs) y se demostro la estabilidad
de este complejo en SEC. Arginina-vasopresina (AVP), también conocida como vasopresina, argipresina u hormona
antidiurética, es un ligando natural que activa el receptor de arginina-vasopresina 2.

Se logré la formacion de un complejo estable (figura 19a) mezclando el heterotrimero de Gs con etiqueta de His a
una concentracion de aproximadamente 90 uM con NT4LV2R unido a AVP (90 uM) y NB35 (100 uM) en 0,1 ml de
tampoén (HEPES 10 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, DDM al 0,1%, EDTA 1 mM, MgCl, 3 mM, AVP 10 uM) y se incubd
durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacion, se purifico el complejo AVP:NT4LV2R:Gs en dos etapas de
purificacion por afinidad sucesivas. Se monitorizé la purificacion mediante SDS-PAGE (figura 19). En primer lugar,
se aplico el complejo sobre una columna de Ni-NTA tras afiadir 300 ml de MNG al 1% en tampén HEPES 10 mM, pH
7,5, NaCl 100 mM sobre la mezcla de reaccion. Tras el lavado exhaustivo con tampdn, se eluyo el complejo en MNG
al 0,2%, HEPES 10 mM, pH 7,5, NaCl 100 Mm, AVP 10 uM con imidazol 200 mM. A continuacion, se aplico el
complejo sobre una columna de afinidad con etiqueta FLAG, se lavé exhaustivamente en el mismo tampoén que
contenia MNG al 0,01% y se eluyé con FLAG-péptido. Se monitorizé este procedimiento mediante SDS-PAGE
(figura 19b) y muestra que puede purificarse por consiguiente un complejo que contiene NT4LVTR, GasS, G, Gy y
Nb35. Este complejo se purificé adicionalmente mediante SEC en una columna Superdex200 en HEPES 10 mM, pH
7,5, NaCl 100 mM, MNG al 0,01%, EDTA 1 mM, MgCl, 3 mM, AVP 1 uM). Se monitorizé este procedimiento
mediante SDS-PAGE (figura 19c) y muestra que puede purificarse por consiguiente un complejo monodisperso que
contiene NT4LVTR, GaS, GB, Gy y Nb35.

Para confirmar la estabilidad del complejo AVP:NT4LV2R:Gs, se incubd la muestra purificada durante 24 h en hielo y
se volvio a aplicar a SEC para conformar su caracter monodisperso y su PM (figura 20). Tal como se esperaba, una
cantidad en exceso del antagonista SR121463 (10 uM) altera el complejo AVP:NT4LV2R:Gs.

Ejemplo 10. Examen mejorado para determinar agonistas o moduladores alostéricos positivos usando Nanobodies
que estabilizan complejos GPCR:proteina G.

Un Nanobody que estabiliza selectivamente un conférmero no prominente de GPCR permitira un examen mas eficaz
para ligandos que interaccionan selectivamente con este conférmero de baja abundancia particular. Ademas,
también podrian usarse Nanobodies selectivos de conférmero para desenmascarar sitios farmacoconvertibles
alostéricos u ocultos o para enmascarar a la inversa cavidades de unién no deseadas para el examen de farmacos.
En el caso de que el conférmero particular sea un estado activo, los ligandos identificados tendran una alta
probabilidad de comportarse como agonistas, lo que se respalda por experimentos de acoplamiento informaticos
descritos por Costanzi & Vilar (2011). De hecho, sus resultados indican que las estructuras activadas favorecen la
identificacion de agonistas con respecto a antagonistas, mientras que las estructuras inactivas favorecen la
identificacion de bloqueantes de receptor con respecto a agonistas.

Se proporciona evidencia de que Nb35 estabiliza el complejo entre el f2AR activado y la proteina G mediante la
union a la superficie de contacto de las subunidades Gas y GBy. Un ejemplo de un ensayo de examen para
identificar ligandos que interaccionan selectivamente con el conférmero de estado activo poco abundante de f2AR
puede ser un ensayo de radioligando que usa Nb35 para cambiar la poblacién de B2AR mas hacia su estado activo.
Un ensayo de radioligando de este tipo puede ejecutarse de manera similar a la descrita por Seifert y colaboradores
(1998) con pequefias modificaciones. Se describe en el presente documento un ensayo que implica B2AR como la
dina de eleccién que reemplaza a B2AR por otro GPCR que interacciona con la subunidad Gas, permitiendo la
implementacién de métodos de examen similares para identificar ligandos agonistas contra ese GPCR particular.
Puede examinarse una biblioteca basada en moléculas pequeias (el PM del compuesto sera normalmente de entre
250 y 1000 Da) o incluso basada en fragmentos (el PM del compuesto sera normalmente < 250 Da) para identificar
los agonistas candidatos. La estabilizacion del conférmero no prominente aumentara considerablemente el
rendimiento de los examenes de la biblioteca de fragmentos, especialmente debido a que las coincidencias iniciales
en el examen de farmacos basado en fragmentos normalmente tienen una potencia/afinidad bajas. Nb35 aumentara
selectivamente la afinidad de esos compuestos que son especificos para el conférmero farmaconvertible selectivo,
teniendo por tanto un efecto profundo sobre la identificacion de fragmentos de novo.

Se incuba una cantidad apropiada (normalmente 10 pg) de extractos de membrana homogenizados de B2AR

humano de células HEK293T que contienen las subunidades de proteina G ancladas a la membrana en paralelo con
Nb35 o un Nanobody no relacionado (que no estabiliza la conformacion de GPCR activo) durante 1 h a 30°C en
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tampon de incubacion (Hepes 50 mM pH 7,4, CaCl; 1 mM, MgCl, 5 mM, NaCl 100 mM y BSA al 0,5% p/v). Los
Nanobodies se suministran de manera exdgena en un gran exceso molar (por ejemplo = 1 uM) frente al receptor
adrenérgico. Posteriormente, se afiaden las membranas unidas a Nanobody a placas de 96 pocillos que contienen
compuestos de biblioteca y 2 nM del radioligando antagonista 3H-dihidroalprenolol (DHA). Se ajusta el volumen total
por pocillo con tampén de incubacién a 100 pl y se incuba adicionalmente la mezcla de reaccién durante otra hora a
30°C. Posteriormente, se recoge el radioligando unido a membrana usando una placa de filtro de 96 pocillos de fibra
de vidrio GF/C (Perkin Elmer) sumergida previamente en polietilenimina al 0,3%. Se lavan las placas de filtro con
tampon de lavado helado (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4), y se secan durante 30 minutos a 50°C. Tras afadir 25 pl de
liquido de centelleo (MicroScint™-O, Perkin Elmer), se mide la radioactividad (cpm) en un contador de centelleo
Wallac MicroBeta TriLux. Aquellos compuestos de la biblioteca que disminuyen significativamente las cpm en
presencia de Nb35 a la vez que no usan el Nanobody no relacionado se consideran ligandos agonistas. Las
coincidencias de agonista candidato identificadas a través del examen de biblioteca primario volvieron a someterse a
examen de una manera de respuesta a la dosis. Se calcularan los valores de CI50 de las curvas de % de
desplazamiento de radioligando para cada agonista candidato en presencia de Nb35 y el Nanobody no relacionado
usando el software Graphpad Prism. Para demostrar el agonismo eficaz de los compuestos identificados de novo, se
evaluaran el efecto dependiente de la dosis de estos compuestos en un ensayo de sefializacion de B2AR celular. Un
ejemplo de un ensayo de este tipo se basa en la deteccidon de moléculas de mensajero secundario tales como AMPc
tras la sefializacion mediada por Gas (por ejemplo, tecnologia de ensayo de AMPc HitHunter, DiscoverX). En lugar
de usar extractos de membrana y Nb35 aplicado de modo enddgeno, el ensayo de radioligando podria realizarse en
una linea celular que expresa B2AR cotransfectada con Nb35 como intracuerpo (o membranas derivadas) con el fin
de cambiar la poblacion de B2AR a su estado activo. Alternativamente, puede usarse B2AR y proteina G
recombinante para estabilizar a través de Nb35 el estado activo del B2AR.

Material y métodos para los ejemplos
Expresion y purificacion de S2AR, heterotrimero de Gs y Nanobody-35

Se expreso un constructo de lisozima de T4-B2AR fusionado en el extremo N-terminal truncado en la posiciéon 365
(T4L-B2AR, descrito en detalle a continuacion) en cultivos de células de insecto Sf-9 infectados con baculovirus
recombinantes (BestBac, Expression Systems), y se solubilizé en n-dodecil-B-D-maltésido (DDM) segin métodos
descritos anteriormente (Kobilka ef al. 1995) (véase la figura 6 para una vision general de la purificacion). Se us6 un
constructo de B2AR truncado tras el residuo 365 (B2AR-365; SEQ ID NO: 55) para la mayoria de los experimentos
analiticos y para los experimentos de intercambio de deuterio. La cromatografia de afinidad con M1 Flag (Sigma)
sirvid como etapa de purificacion inicial seguida por cromatografia con alprenolol-Sepharose para la seleccion del
receptor funcional. Se us6 una etapa de cromatografia de afinidad con M1 Flag posterior para intercambiar
alprenolol unido a receptor por el agonista de alta afinidad BI-167107. Se eluyd el receptor unido a agonista, se
dializ6 frente a tampén (HEPES 20 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, DDM al 0,1% y BI-167107 10 uM), se tratdé con
fosfatasa lambda (New England Biolabs), y se concentré hasta aproximadamente 50 mg ml™* con un concentrador de
Millipore de punto de corte de peso molecular (MWCO) de 50 kDa. Antes de la concentracion por centrifugacion, se
traté el constructo B2AR-365, pero no T4L-B2AR, con PNGaseF (New England Biolabs) para retirar la glicosilacion
unida al extremo en N al extremo amino-terminal. El receptor purificado se analiz6 de manera rutinaria mediante
tincion con SDS-PAGE/azul brillante de Coomassie (véase la figura 5a).

Se expresaron la subunidad corta Gos bovina, Gf1 de rata fusionada a una etiqueta de His6, y Gy2 de rata (véase la
tabla 5) en células de insecto High 5 (Invitrogen) crecidas en medios libre de suero Insect Xpress (Lonza). Se
hicieron crecer los cultivos a una densidad de 1,5 millones de células por ml y entonces se infectaron con tres virus
de la polihedrosis nuclear Autographa californica separados que contenian cada uno el gen para una de las
subunidades de la proteina G a una multiplicidad de infeccién de 1:1 (los virus fueron un generoso obsequio del Dr.
Alfred Gilman). Tras 40-48 horas de incubacion, se recogieron las células infectadas mediante centrifugacion y se
resuspendieron en 75 ml de tampon de lisis (HEPES 50 mM pH 8,0, NaCl 65 mM, MgCl; 1,1 mM, EDTA 1 mM, 1x
PTT (fluoruro de fenilmetanosulfonilo 35 pug/ml, tosil fenilalanil clorometil cetona 32 ug/ml, tosil lisil clorometil cetona
32 ug/ml), 1x LS (leupeptina 3,2 ug/ml e inhibidor de tripsina de soja 3,2 pg/ml), B-ME5 mM y GDP 10 uM) por litro
de volumen de cultivo. Se presurizd la suspension con 600 psig de N> durante 40 minutos en una bomba de
cavitacion de nitrégeno (Parr Instrument Company). Tras la despresurizacion, se centrifugd el lisado para retirar los
nucleos y las células no lisadas, y luego se ultracentrifugé a 180.000 x g durante 40 minutos. Se resuspendieron las
membranas sedimentadas en 30 ml de tampén de lavado (HEPES 50 mM pH 8,0, NaCl 50 mM, MgCl, 100 uM, 1x
PTT, 1x LS, B-ME 5 mM, GDP 10 uM) por litro de volumen de cultivo usando un homogeneizador Dounce y se
centrifugé de nuevo a 180.000 x g durante 40 minutos. Se resuspendid el sedimento lavado en un volumen minimo
de tampdn de lavado y se ultracongelaron con nitrégeno liquido.

Se descongelaron las membranas congeladas y se diluyeron para dar una concentracion de proteina total de
5 mg/ml con tampén de lavado reciente. Se afadid detergente de colato de sodio a la suspensién a una
concentracion final de MgCl, al 1,0% hasta una concentracion final de 5 mM, y se afiadieron 0,05 mg de proteina
fosfatasa 5 purificada (preparada internamente) por litro de volumen de cultivo. Se agit6é la muestra en hielo durante
40 minutos, y luego se centrifugd a 180.000 x g durante 40 minutos para retirar los desechos insolubles. Se diluyo el
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sobrenadante 5 veces con tampdén cargado con Ni-NTA (HEPES 20 mM pH 8,0, NaCl 363 mM, MgClz 1,25 mM,
imidazol 6,25 mM, Anzergent 3-12 al 0,2%, 1x PTT, 1x LS, B-ME 5 mM, GDP 10 uM), teniendo cuidado de afiadir el
tampon lentamente para evitar la disminucion de la concentracion de colato por debajo de la concentraciéon micelar
critica demasiado rapidamente. Se afiadieron 3 ml de resina de Ni-NTA (Qiagen) pre-equilibrada en tampdn de
lavado 1 de Ni-NTA (HEPES 20 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, MgCl, 2 mM, imidazol 5 mM, colato al 0,2%, Anzergent
3-12 al 0,15%, 1x PTT, 1x LS, B-ME 5 M, GDP 10 uM) por litro de volumen de cultivo y se agitd la muestra en hielo
durante 20 minutos. Se recogi6 la resina en una columna de gravedad y se lavo con 4x volimenes de columna de
tampodn de lavado 1 de Ni-NTA, tampén de lavado 2 de Ni-NTA (HEPES 20 mM pH 8,0, NaCl 50 mM, MgClz 1 mM,
imidazol 10 mM, Anzergent 3-12 al 0,15%, DDM al 0,1%, 1x PTT, 1x LS, f-ME 5 mM, GDP 10 uM), y tampon de
lavado 3 de Ni-NTA (HEPES 20 mM pH 8,0, NaCl 50 mM, MgCl, 1 mM, imidazol 5 mM, DDM al 0,1%, 1x PTT, 1x
LS, B-ME 5 mM, GDP 10 uM). Se eluy?d la proteina con tampdn de elucion de Ni-NTA (HEPES 20 mM pH 8,0, NaCl
40 mM, MgCl; 1 mM, imidazol 200 mM, DDM al 0,1%, 1x PTT, 1x LS, B-ME 5 mM, GDP 10 uM). Se combinaron las
fracciones que contenian proteina y se afiadiéo MnCl, hasta una concentracion final de 100 uM. Se afiadieron 50 ug
de proteina fosfatasa lambda purificada (preparada internamente) por litro de volumen de cultivo y se incubd el
eluato en hielo con agitacion durante 30 minutos. Se hizo pasar el eluato a través de un filiro de 0,22 um y se cargd
directamente sobre una columna MonoQ HR 16/10 (GE Healthcare) equilibrada en tampon A de MonoQ (HEPES
20 mM pH 8,0, NaCIl 50 mM, MgCl; 100 uM, DDM al 0,1%, B-ME 5 mM, 1x PTT). Se lavé la columna con 150 ml de
tampon A a 5 ml/min y se eluyeron las proteinas unidas sobre 350 ml con un gradiente lineal de hasta el 28% de
tampon B de MonoQ (igual que el tampoén A, excepto con NaCl 1 M). Se recogieron las fracciones en tubos a los que
se les afiadid GDP suficiente como para obtener una concentracion final de 10 uM. Se concentraron las fracciones
que contenian Gs hasta 2 ml usando una célula de ultrafiltracion con agitacion con una membrana de celulosa
regenerada con NMWL de 10 kDa (Millipore). Se hizo pasar la muestra concentrada por una columna Superdex 200
prep grade XK 16/70 (GE Healthcare) equilibrada en tampon S200 (HEPES 20 mM pH 8,0, NaCl 100 mM, MgCl,
1 mM, EDTA 1 mM, DDM al 0,012%, TCEP 100 uM, GDP 2 uM). Se combinaron las fracciones que contenian Gs
pura, se afiadié glicerol hasta una concentracion final del 10%, y entonces de concentro la proteina hasta al menos
10 mg/ml usando un dispositivo de ultrafiliracion centrifugo Amicon de celulosa regenerada de MWCO de 30 kDa.
Entonces se tomaron alicuotas de la muestra concentrada, se ultracongelaron y se almacenaron a -80°C. Un
rendimiento tipico del heterotrimero de Gs purificado final a partir de 8 litros de cultivo celular fue de 6 mg.

Se expresé Nanobody-35 (Nb35) (SEQ ID NO: 1) en el periplasma de la cepa WK6 de Escherichia coli, se extrajo y
se purificé mediante cromatografia de afinidad con niquel segin métodos descritos anteriormente (Rasmussen et al.
2011) seguido por cromatografia de intercambio ionico (figura 7a) usando una columna Mono S 10/100 GL (GE
Healthcare). Se dializaron las fracciones de Nb35 seleccionadas frente a tampén (HEPES 10 mM pH 7,5, NaCl
100 M) y se concentraron hasta aproximadamente 65 mg ml” con un concentrador Millipore de MWCO de 10 kDa.

Ingenieria genética de proteinas

Para aumentar la probabilidad de obtener cristales del complejo R:G se establecié aumentar el area superficial polar
de la superficie extracelular de los receptores usando dos estrategias. El enfoque fue reemplazar el extremo N-
terminal flexible y presumiblemente no estructurado por la proteina globular lisozima de T4 (T4L) usada
anteriormente para cristalizar y resolver el receptor unido a carazolol (Rosenbaum et al. 2007). El constructo usado
en este caso (T4L-B2AR) contenia la secuencia sefial escindible seguida por el epitopo M1 Flag (DYKDDDDA; SEQ
ID NO: 70), la secuencia de reconocimiento de TEV proteasa (ENLYFQG; SEQ ID NO: 71), la lisozima del
bacteriofago T4 de N2 a Y161 incluyendo las mutaciones C54T y C97A, y un ligador de alanina de dos residuos
fusionado a la secuencia de B2AR humano de D29 a G365 (constructo de fusién T4L-2AR definido por SEQ ID NO:
69). Se muto el sitio de glicosilacion inaccesible por PNGaseF de p2AR en N187 para dar Glu. M96 y M98 en el
primer bucle extracelular se reemplazaron cada uno por Thr para aumentar el nivel de expresion, de otro modo bajo,
de T4L-B2AR. Las mutaciones de treonina no afectaron a la afinidad de unién del ligando por 3H-dihidro-alprenolol,
pero produjeron una disminucion de aproximadamente dos veces en la afinidad por isoproterenol (datos no
mostrados). Obsérvese que el B2AR de referencia silvestre que se usa en este caso se define por SEQ ID NO: 72.

Procesamiento y recogida de datos de microcristalografia.

Se realiz6 la recogida de datos en la linea de haz 23 ID-B de la fuente avanzada de fotones. Se examinaron cientos
de cristales y se compil6 un conjunto de datos finales usando cufias de difraccion normalmente de 10 grados de 20
cristales que difractaban fuertemente. Se realiz6 la reduccion de todos los datos usando HKL2000 (Otwinowski et al.
1997). Aunque en muchos casos se observo difraccion mas alla de 3 A en los marcos iniciales, el dafio por radiacion
y la difraccion anisotrépica dieron como resultado baja completitud en niveles de resoluciéon superiores. El analisis
del conjunto de datos final mediante el servidor de anisotropia de difraccion UCLA (Strong et al. 2006) indico que la
difraccion a lo largo del eje reciproco a* fue superior que en otras direcciones. Basandose en un punto de corte
F/sigF de 3 a lo largo de cada eje espacial reciproco, se sometieron las reflexiones a un truncamiento anisotropico
con limites de resolucion de 2,9, 3,2, y 3,2 Angstroms a lo largo de a*, b* y ¢* antes de su uso en el refinamiento.
Debido a la baja completitud de los niveles de alta resolucion, se indica que esta estructura tiene una resolucion
global de sdlo 3,3 A, aunque debe indicarse que se incluyeron algunos datos de difraccion de hasta 2,9 A durante el
refinamiento y el calculo del mapa.
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Resolucion y refinamiento de la estructura

La estructura se resolvio mediante sustitucion molecular usando un dispositivo Phaser (McCoy et al. 2007a, b). Se
encontré que el orden de la sustitucién molecular era critico en la resolucién de la estructura. En el orden usado, los
modelos de busqueda fueron: la estructura de las subunidades beta y gamma de la estructura de una proteina G
heterotrimérica Gi (PDB ID: 1GP2), dominio alfa ras de Gs (PDB ID: 1AZT), receptor adrenérgico beta2 en estado
activo (PDB ID: 3P0G), Nanobody de union a beta2 (PDB ID: 3P0G), lisozima de T4 (PDB ID: 2RH1), dominio de
hélice alfa de Gs (PDB ID: 1AZT). Tras la determinacion de la estructura inicial mediante sustitucion molecular, se
realizaron el refinamiento de cuerpo rigido y el apareamiento simulado en Phenix (Afonine et al. 2005) y BUSTER
(Blanc et al. 2004), seguido por el refinamiento restringido y la reconstruccion manual en Coot (Emsley et al. 2004).
Tras el refinamiento iterativo y los ajustes manuales, se refiné la estructura en CNS usando el método DEN. Aunque
la resolucién de esta estructura supera aquella para la que DEN es mas util normalmente, la presencia de varias
regiones resueltas escasamente indicd que la incorporacion de informacién adicional para guiar el refinamiento
podria proporcionar mejores resultados. Los modelos de referencia de DEN usados fueron los indicados
anteriormente como modelos de busqueda por sustitucidon molecular, con la excepcién de NB35, que se ordend bien
y para el que no se dispone de estructura de alta resoluciéon. Se prepararon figuras usando PyMOL (el sistema de
graficos moleculares PyMOL, version 1.3, Schrodinger, LLC.). Los datos estadisticos de refinamiento se facilitan en
la tabla 7.

Unién

Se prepararon membranas que expresaban 2AR o la fusion B,AR-péptido Gs a partir de células Sf9 infectadas por
baculovirus y se realizé la unién de *H-dihidroalprenolol (*H-DHA) tal como se describié anteriormente (Swaminath et
al. 2002). Para la union por competicion, se incubaron las membranas con *H-DHA (1,1 nM final) y concentraciones
crecientes de (-)-isoproterenol (ISO) durante 1 h antes de la recogida sobre filtros GF/B. Los datos de competicion se
ajustaron a un modelo de unién de dos sitios y se calcularon las fracciones y las Ki alta y baja de 1SO usando
GraphPad Prism.

Purificacion de NT4LV2R

Se expreso6 el constructo T4L V2R fusionado al extremo N-terminal (NT4L-V2R; SEQ ID NO: 73) en células Sf9
usando el sistema de baculovirus (PfastBac). Se infectaron las células a una densidad de 4 x 10° células por mly se
agitaron los matraces de cultivo a 27°C durante 48 h. Tras la recogida, se lisaron las células mediante choque
osmotico en un tampon que comprendia Tris-HCI 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, Tolvaptan 1 uM (Sigma) y
yodoacetamida 2 mg ml™ para bloquear las cisteinas reactivas. La extraccion de NT4LV2R de las membranas de Sf9
se realizd con un homogeneizador Dounce en un tampoén de solubilizacion que comprendia dodecilmaltésido (DDM)
al 0,5%, colato al 0,3%, hemisuccinato de colesterol al 0,03% (CHS), HEPES 20 mM pH 7,5, NaCl 0,5 M, glicerol al
30% v/v, yodoacetamida 2 mgml” y Tolvaptan 1 uM. Tras la centrifugacién, se afiadid niquel-NTA agarosa al
sobrenadante, se agité durante 2 h y entonces se lavo por lotes con centrifugados de 100 g durante 5 min cada uno
con un tampon de lavado de DDM al 0,1%, colato al 0,03%, CHS al 0,01%, HEPES 20 mM pH 7,5 y NaCl 0,5 M. Se
vertié la resina en una columna de vidrio y se eluyd el receptor unido en tampon de lavado complementado con
imidazol 300 mM. Se us6 una resina de afinidad anti-Flag M1 para purificar NT4L-V2R adicionalmente y para
intercambiar el ligando con la AVP agonista. El eluato de la resina de Ni-NTA se cargd en una resina anti-Flag M1 y
se lavo exhaustivamente en presencia de AVP 10 uM. Entonces se eluy6 el receptor de la resina de afinidad anti-
Flag M1 con el péptido Flag 0,2 mgml”" y EDTA 2 mM en presencia de AVP 1 uM y se concentré usando un
concentrador de MWCO de 100 kDa.

Tabla 2. Lista de Nanobodies

Numero de | Notacion corta | SEQ ID NO Secuencia (incluyendo la etiqueta de histidina C-terminal
referencia de | de Nanobody y la etiqueta EPEA)

Nanobody

CA4435 Nb35 1 QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNY

KMNWVRQAPGKGLEWVSDISQSGASISYTGSVK
GRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKPEDTAVYYCAR
CPAPFTRDCFDVTSTTYAYRGQGTQVTVSSHHH
HHHEPEA

CA4433 Nb33 2 QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNY
VMNWVRQAPGKGLEWVSDISNGGGTTSYASSV
KGRFTISRDNAKNTLYLQMNGLKPADTAVYYCA
RCPAPFTNDCMDITSTTYAYRGQGTQVTVSSHH
HHHHEPEA
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CA4436 Nb36 3 QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCTVSGTIFSVTV
MGWYRQAPGKQRELVAGFTNTRNTNYVDSVKG
RFTISKDSAKNTMYLQMNSLKPEDTAVYYCNVR

RWGGTNWNDYWGQGTQVTVSSHHHHHHEPEA

CA4437 Nb37 4 QVQLQESGGGFVQAGGSLRLSCAASGSIFSKNT
MAWFRQAPGKERELVAASPTGGSTAYKDSVKG
RFTISRDSAKNTVLLQOMNVLKPEDTAVYYCHLRQ
NNRGSWFHYWGQGTQVTVSSHHHHHHEPEA

CA4440 Nb40 5 QVQLQESGGGLVQAGGSLRLSCAVSGTIFDITP

MGWYRQTPGKQREVVADLTSRGTTNYADSVKG
RFTISRDNAKKMLYLQMNSLKSDDTGVYYCNVK
RWGGIGWNDYWGQGTQVTVSSHHHHHHEPEA

CA4441 Nb4 1 6 QVQLQESGGGLYQSGGSLRLSCVASGFRFSNF
PMMWVRQAPGKGLEWVSLISIGGSTTNYADSVK
GRFTISRDNAKNTLFLOQMNSLKPEDTAVYYCAKY
LGRLVPPTTEGQGTQVTVSSHHHHHHEPEA
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Tabla 4. Secuencias de acido nucleico de Nanobodies
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Numero
referencia
Nanobody

de
de

Notaciéon corta
de Nanobody

SEQ
NO

ID

Secuencia de nucledtidos del Nanobody (incluyendo
secuencias de nucledtidos de etiqueta His y etiqueta EPEA,
que estan subrayadas)

CA4435

Nb35

49

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGAGGGGGCTTG
GTGCAGCCTGGGGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAACTATGTCATG
AACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGAAAGGGGCTC
GAGTGGGTCTCAGATATTTCTAATGGCGGTGGTA
CCACAAGTTATGCAAGCTCCGTGAAGGGCCGATT
CACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAAATGAACGGCCTGAAGCCTGCGGACA
CGGCCGTCTATTACTGTGCAAGATGTCCGGCCCC
ATTCACGAACGATTGTATGGACATAACTAGTACCA
CGTATGCCTACAGGGGCCAGGGGACCCAGGTCA
CCGTCTCCTCACACCACCATCACCATCACGAACC
TGAAGCCTAG

CA4433

Nb33

50

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGAGGAGGCTCG
GTGCAGGCTGGGGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTA
CAGTCTCTGGAACCATCTTCAGTGTCACTGTCATG
GGCTGGTACCGCCAGGCTCCAGGGAAGCAGCGC
GAGTTGGTCGCAGGTTTTACTAATACTAGAAACAC
AAACTATGTAGACTCCGTGAAGGGCCGCTTCACC
ATCTCCAAAGACAGCGCCAAGAACACGATGTATC
TACAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACAGC
CGTCTATTACTGTAATGTACGTCGGTGGGGCGGT
ACGAATTGGAATGACTACTGGGGCCAGGGGACCC
AGGTCACCGTCTCCTCACACCACCATCACCATCA
CGAACCTGAAGCCTAG

CA4436

Nb36

51

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGAGGGGGCTTC
GTGCAGGCTGGGGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGAAGCATCTTCAGTAAGAATACCATG
GCCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGA
GAGTTGGTCGCAGCTAGTCCTACGGGTGGTAGCA
CAGCGTATAAAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCAC
CATCTCCAGAGACAGCGCCAAGAACACGGTGTTG
CTGCAAATGAACGTCCTGAAACCTGAGGATACTG
CCGTCTATTACTGTCATCTACGTCAAAATAACCGT
GGTTCTTGGTTCCACTACTGGGGCCAGGGGACCC
AGGTCACCGTCTCCTCACACCACCATCACCATCA
CGAACCTGAAGCCTAG

CA4437

Nb37

52

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGAGGGGGCTTC
GTGCAGGCTGGGGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGAAGCATCTTCAGTAAGAATACCATG
GCCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGA
GAGTTGGTCGCAGCTAGTCCTACGGGTGGTAGCA
CAGCGTATAAAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCAC
CATCTCCAGAGACAGCGCCAAGAACACGGTGTTG
CTGCAAATGAACGTCCTGAAACCTGAGGATACTG
CCGTCTATTACTGTCATCTACGTCAAAATAACCGT
GGTTCTTGGTTCCACTACTGGGGCCAGGGGACCC
AGGTCACCGTCTCCTCACACCACCATCACCATCA
CGAACCTGAAGCCTAG

CA4440

Nb40

53

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGGGGAGGCTTG
GTGCAGGCTGGGGGGTCGCTGAGACTCTCTTGT
GCAGTCTCTGGTACGATCTTCGATATCACTCCCAT
GGGCTGGTACCGCCAGACTCCAGGGAAGCAGCG
CGAAGTGGTCGCAGATCTTACTAGTCGCGGTACC
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ACAAATTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCA
CCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAAAATGTTGTAT
CTGCAAATGAACAGCCTGAAATCTGACGACACAG
GCGTGTATTACTGTAACGTGAAACGGTGGGGAGG
TATTGGCTGGAACGACTACTGGGGCCAGGGGAC
CCAGGTCACCGTCTCCTCACACCACCATCACCAT
CACGAACCTGAAGCCTAG

CA4441

Nb41

54

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGAGGAGGCTTG
GTGCAGTCTGGGGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTG
TAGCCTCTGGATTCAGATTCAGTAACTTTCCTATG
ATGTGGGTCCGCCAGGCCCCAGGAAAGGGGCTC
GAGTGGGTCTCGCTGATTAGCATTGGTGGTAGTA
CCACGAATTATGCGGACTCCGTGAAGGGCCGATT
CACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACACGCTG
TTTCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACA
CGGCCGTGTATTACTGTGCAAAATATCTTGGTCG
GCTGGTCCCACCGACTACTGAGGGCCAGGGGAC
CCAGGTCACCGTCTCCTCACACCACCATCACCAT
CACGAACCTGAAGCCTAG

Tabla 5: Ejemplos de isoformas de subunidades de proteinas G

Proteina/subunidad

Numero
registro
(SEQ ID NO)

de

Isoforma

Secuencia de aa

Gas humana corta

P63092 (56)

GNAS2_HUMAN

MGCLGNSKTEDQRNEEKAQREANKKIEKQLQKDKQ
VYRATHRLLLLGAGESGKSTIVKOMRILHVNGFNGD
SEKATKVQODIKNNLKEAIETIVAAMSNLVPPVELANP
ENQFRVDYILSVMNVPDFDFPPEFYEHAKALWEDE
GVRACYERSNEYQLIDCAQYFLDKIDVIKQADYVPSD
QDLLRCRVLTSGIFETKFQVDKVNFHMFDVGGQRD
ERRKWIQCFNDVTAIIFVVASSSYNMVIREDNQTNR
LOQEALNLFKSIWNNRWLRTISVILFLNKQDLLAEKVL
AGKSKIEDYFPEFARYTTPEDATPEPGEDPRVTRAKY
FIRDEFLRISTASGDGRHYCYPHFTCAVDTENIRRVFN
DCRDIIQRMHLRQYELL

Goi humana

P63096 (57)

GNAIM1_HUMAN

MGCTLSAEDKAAVERSKMIDRNLREDGEKAAREVKL
LLLGAGESGKSTIVKQMKIIHEAGYSEEECKQYKAVV
YSNTIQSHAIIRAMGRLKIDFGDSARADDARQLFVLA
GAAEEGFMTAELAGVIKRLWKDSGVQACFNRSREY
QLNDSAAYYLNDLDRIAQPNYIPTQQDVLRTRVKTT
GIVETHFTFKDLHFKMFDVGGQRSERKKWIHCFEGV
TAIIFCVALSDYDLVLAEDEEMNRMHESMKLFDSICN
NKWFTDTSIILFLNKKDLFEEKIKKSPLTICYPEYAGSN
TYEEAAAYIQCQFEDLNKRKDTKEIYTHFTCATDTKN
VQFVFDAVTDVIIKNNLKDCGLF

Gat humana

P11488 (58)

GNAT1_HUMAN

MGAGASAEEKHSRELEKKLKEDAEKDARTVKLLLLG
AGESGKSTIVKQMKIIHQDGYSLEECLEFIAIIYGNTLQ
SILAIVRAMTTLNIQYGDSARQDDARKLMHMADTIE
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EGTMPKEMSDIIQRLWKDSGIQACFERASEYQLNDS
AGYYLSDLERLVTPGYVPTEQDVLRSRVKTTGIIETQF
SFKDLNFRMFDVGGQRSERKKWIHCFEGVTCHFIAA
LSAYDMVLVEDDEVNRMHESLHLFNSICNHRYFATT
SIVLFLNKKDVFFEKIKKAHLSICFPDYDGPNTYEDAG

NYIKVQFLELNMRRDVKEIYSHMTCATDTQNVKFVF
DAVTDIIKENLKDCGLF

Gas bovina corta

P04896 (59)

GNAS2_BOVIN

MGCLGNSKTEDQRNEEKAQREANKKIEKQLQKDKQ
VYRATHRLLLLGAGESGKSTIVKOMRILHVNGFNGE
GGEEDPQAARSNSDGEKATKVQDIKNNLKEAIETIV
AAMSNLVPPVELANPENQFRVDYILSVMNVPDFDF
PPEFYEHAKALWEDEGVRACYERSNEYQLIDCAQYF
LDKIDVIKQDDYVPSDQDLLRCRVLTSGIFETKFQVD
KVNFHMFDVGGQRDERRKWIQCFNDVTAIIFVVAS
SSYNMVIREDNQTNRLQEALNLFKSIWNNRWLRTIS
VILFLNKQDLLAEKVLAGKSKIEDYFPEFARYTTPEDA
TPEPGEDPRVTRAKYFIRDEFLRISTASGDGRHYCYP
HFTCAVDTENIRRVFNDCRDIIQRMHLRQYELL

Gas de rata corta

P63095 (60)

GNAS2_RAT

MGCLGNSKTEDQRNEEKAQREANKKIEKQLQKDKQ
VYRATHRLLLLGAGESGKSTIVKQMRILHVNGFNGE
GGEEDPQAARSNSDGEKATKVQDIKNNLKEAIETIV
AAMSNLVPPVELANPENQFRVDYILSVMNVPNFDF
PPEFYEHAKALWEDEGVRACYERSNEYQLIDCAQYF
LDKIDVIKQADYVPSDQDLLRCRVLTSGIFETKFQVDK
VNFHMFDVGGQRDERRKWIQCFNDVTAIIFVVASS
SYNMVIREDNQTNRLQEALNLFKSIWNNRWLRTISV
ILFLNKQDLLAEKVLAGKSKIEDYFPEFARYTTPEDAT
PEPGEDPRVTRAKYFIRDEFLRISTASGDGRHYCYPH
FTCAVDTENIRRVENDCRDIIQRMHLRQYELL

Gas de ratén corta

P63094 (61)

GNAS2_MOUSE

MGCLGNSKTEDQRNEEKAQREANKKIEKQLQKDKQ
VYRATHRLLLLGAGESGKSTIVKQMRILHVNGFNGE
GGEEDPQAARSNSDGEKATKVQDIKNNLKEAIETIV
AAMSNLVPPVELANPENQFRVDYILSVMNVPNFDF
PPEFYEHAKALWEDEGVRACYERSNEYQLIDCAQYF
LDKIDVIKQADYVPSDQDLLRCRVLTSGIFETKFQVDK
VNFHMFDVGGQRDERRKWIQCFNDVTAIIFVVASS
SYNMVIREDNQTNRLQEALNLFKSIWNNRWLRTISV
ILFLNKODLLAEKVLAGKSKIEDYFPEFARYTTPEDAT
PEPGEDPRVTRAKYFIRDEFLRISTASGDGRHYCYPH
FTCAVDTENIRRVENDCRDIIQRMHLRQYELL

Gp bovina

P62871 (62)

GBB1_BOVIN

MSELDQLRQEAEQLKNQIRDARKACADATLSQITN
NIDPVGRIQMRTRRTLRGHLAKIYAMHWGTDSRLL
VSASQDGKLIIWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYA

PSGNYVACGGLDNICSIYNLKTREGNVRVSRELAGHT
GYLSCCRFLDDNQIVTSSGDTTCALWDIETGQQTTT

FTGHTGDVMSLSLAPDTRLFVSGACDASAKLWDVR
EGMCRQTFTGHESDINAICFFPNGNAFATGSDDATC
RLFDLRADQELMTYSHDNIICGITSVSFSKSGRLLLAG
YDDFNCNVWDALKADRAGVLAGHDNRVSCLGVTD
DGMAVATGSWDSFLKIWN
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GB humana

P62873 (63)

GBB1_HUMAN

MSELDQILRQEAEQLKNQIRDARKACADATLSQITN
NIDPVGRIQMRTRRTLRGHLAKIYAMHWGTDSRLL
VSASQDGKLIIWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYA
PSGNYVACGGLDNICSIYNLKTREGNVRVSRELAGHT
GYLSCCRFLDDNQIVTSSGDTTCALWDIETGQQTTT
FTGHTGDVMSLSLAPDTRLFVSGACDASAKLWDVR
EGMCRQTFTGHESDINAICFFPNGNAFATGSDDATC
RLFDLRADQELMTYSHDNIICGITSVSFSKSGRLLLAG
YDDFNCNVWDALKADRAGVLAGHDNRVSCLGVTD
DGMAVATGSWDSFLKIWN

GpB de rata

P54311 (64)

GBB1_RAT

MSELDQLRQEAEQLKNQIRDARKACADATLSQITN
NIDPVGRIQMRTRRTLRGHLAKIYAMHWGTDSRLL
VSASQDGKLIIWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYA
PSGNYVACGGLDNICSIYNLKTREGNVRVSRELAGHT
GYLSCCRFLDDNQIVTSSGDTTCALWDIETGQQTTT
FTGHTGDVMSLSLAPDTRLFVSGACDASAKLWDVR
EGMCRQTFTGHESDINAICFFPNGNAFATGSDDATC
RLFDLRADQELMTYSHDNIICGITSVSFSKSGRLLLAG
YDDFNCNVWDALKADRAGVLAGHDNRVSCLGVTD
DGMAVATGSWDSFLKIWN

Gp de raton

P62874 (65)

GBB1_RATON

MSELDQILRQEAEQLKNQIRDARKACADATLSQITN
NIDPVGRIQMRTRRTLRGHLAKIYAMHWGTDSRLL
VSASQDGKLIIWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYA
PSGNYVACGGLDNICSIYNLKTREGNVRVSRELAGHT
GYLSCCRFLDDNQIVTSSGDTTCALWDIETGQQTTT
FTGHTGDVMSLSLAPDTRLFVSGACDASAKLWDVR
EGMCRQTFTGHESDINAICFFPNGNAFATGSDDATC
RLFDLRADQELMTYSHDNIICGITSVSFSKSGRLLLAG
YDDFNCNVWDALKADRAGVLAGHDNRVSCLGVTD
DGMAVATGSWDSFLKIWN

Gy bovina

P63212 (66)

GBG2_BOVIN

MASNNTASIAQARKLVEQLKMEANIDRIKVSKAAAD
LMAYCEAHAKEDPLLTPVPASENPFREKKFFCAIL

Gy de ratén

P63213 (67)

GBG2_MOUSE

MASNNTASIAQARKLVEQLKMEANIDRIKVSKAAAD
LMAYCEAHAKEDPLLTPVPASENPFREKKFFCAIL

Gy humana

P59768 (68)

GBG2_HUMAN

MASNNTASIAQARKLVEQLKMEANIDRIKVSKAAAD
LMAYCEAHAKEDPLLTPVPASENP FREKKFFCAIL
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Tabla 6. Posibles interacciones intermoleculares dentro de la superficie de contacto de R:G

atomo en B2AR atomo en Gsx distancia (A)
[ARG 191 GG | (TYR 391 CE2] | 36
[ALA 134 0 ] [ HIS 387 NDI | 31
[ALA 134 CB | [ HIS 387 ND1 | 38
[ALA 134 CB | [ MIS 387 CG | 38
™3 | e isso g [ GLM 384 NE2 | 29
[ME 135 €1 | [LEU 3gscD1| | @5 35
[ILE 135 €D1 | [ LEU 3983 CD | 35
[THR 126 O ) | ARG 380 NH2 ] a0
[PRO 1380 ] [ E 383 CD1 | 34
[PRO 138 CG ] [ GUN 384 G ] 33
[PHE 139 €D2 | [HIs 41 NEZ] — B 34
[PHE 139 CB | [VAL 217 €G2 | — o 17
Lo | IEe [ PHE 376 CZ | 33
[PHE 139 @ | (Y539 C | 39
[PHE 139 2 | (ARG 380N | | o 32
[TYR 141 CO2 | [ HIS 387 NE2 | 39
[GLN 142 OF1 | [ HIS 387 ME2 | 38
| (stR14306]  [MAMCGE] —aN 3
[VAL 222 CG1 | [ LEU 303 CD1 | 7 37
[GLU 225 02 | [ GLM 384 NEZ | 30
JALA 226 CA | | LEU 388 CDZ | 36
[ALA 226 CB | [LEU393 O | 35
[GLN 229 NE2 | [ ASP 381 ODI | 5
[GLN 229 NEZ | [ GLM 384 €1 | | ©5 8
T™s | teun 229 06 [ ARG 385 NE | 34
|GLN 229 GG | | LEU 388 CD1 | 39
[LEV 230 GG ) [ LEU 394 CON | 35
[LYS 232 A2 | [ AsP 381 0O1 | _ 3
[ILE 233 CD1 [TRIZEOH | —fi6 34
[ILE 233 051 | [ ARG 385 NH1 | — a5 35
| [ARG 239 NE | [ THR 350 OGT | — xd i3
™ [ALA 271 CB | [LEU 3930 | 30
[THR 274 CG2 | [ G 3920 | 34
T™™6 [ mmamos) (wwsmseozy |® 33
[LEU 275 (D2 | [ LEU 393 CD2 | 35
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Tabla 7. Recogida de datos y datos estadisticos de refinamiento

Recogida de datos*

Numero de cristales

20

Grupo espacial

P 24

Dimensiones celulares

a, b, c(A) 119,3, 64,6, 131,2
a, B,y (°) 90,0, 91,7, 90,0
Resolucion (A) 41-3,2 (3,26 - 3,20)
Rfusién (%) 15,6 (55,3)
<|>/<cl> 10,8 (1,8)
Completitud (%) 91,2 (53,9)
Redundancia 6,5 (5,0)
Refinamiento
Resolucion (A) 41-32

N.° de reflexiones

31075 (1557 en el conjunto de prueba)

Rtrabajo/ Rlibre (% )

22,5/27,7

N.° de atomos

10277

N.° de residuos de proteina

1318

Tensor anisotrépico B

B11= -7,0 / Bzz= 4,7 /B33=2,3 / B13=2,1

Secuencias no modeladas®

Receptor adrenérgico 2

29°, 176-178, 240-264, 342-365

Gs a, dominio ras

1-8, 60-88, 203-204, 256-262

Gsy 1-4, 63-68
Lisozima de T4 161°
Factores B promedio (A°)
Receptor adrenérgico 2 133,5
Gs o, dominio ras 82,8
Gs o, dominio helicoidal 123,0
Gs B 64,2
Gsy 85,2
Nanobody 35 60,7
Lisozima de T4 113,7
R.m.s., desviacién de la idealidad
Longitud de unién (A) 0,007
Angulos de unién (°) 0,72
Datos estadisticos de Ramachandran®
Regiones favorecidas (%) 95,8
Regiones permitidas (%) 4,2
Valores atipicos (%) 0

*Los datos estadisticos de nivel superior estan entre paréntesis. °Se omitieron estas regiones del modelo debido a
densidad electronica escasamente resuelta. No se incluyen etiquetas de purificacion no modeladas en estos
intervalos de residuos. °Se omitieron los residuos 1-28 de B2AR del constructo y T4L se fusiono al extremo amino-
terminal de la hélice 1 transmembrana para facilitar la cristalizacion. °Se omitié el residuo de T4L del constructo. Tal
como se define por MolProbity.
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75

Ala

Asp

His

Phe

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

His

His

Asn

Val

Tyr

His

Val

Ile

Glu

Lys

60

Asn

Val

Tyr

His

Thr

Tyr

Trp

His
125

Gln

Phe

Arg

45

Asp

Thr

Tyr

Trp

His
125

Met

Tyr

Gly

110

Glu

Ala

Ser

30

Glu

Ser

Val

Tyr

Gly

110

Glu

Tyr

Cys

95

Gln

Pro

Gly

15

Lys

Leu

Val

Leu

Cys

95

Gln

Pro

Leu

80

Asn

Gly

Glu

Gly

Asn

Val

Lys

Leu

80

His

Gly

Glu



10

<211> 129

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 5

Gln Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu
20

Pro Met Gly Trp
35

Ala Asp Leu Thr
50

Gly Arg Phe Thr
65

Gln Met Asn Ser

Val Lys Arg Trp
100

Thr Gln Val Thr
115

Ala

<210> 6

<211> 129

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 6

Gln Glu

Ser Cys

Tyr Arg

Ser Arg

Ile Ser

70

Leu Lys
85

Gly Gly

Val Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ser

Ile

Ser

ES 2662372713

Gly

Val

Thr

40

Thr

Asp

Asp

Gly

His
120

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Trp

105

His

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Ala

Thr

90

Asn

His

63

Leu

Thr

Lys

Tyr

Lys

75

Gly

Asp

His

Val

Ile

Gln

Ala

60

Lys

Val

Tyr

His

Gln

Phe

Arg

45

Asp

Met

Tyr

Trp

His
125

Ala

Asp

Glu

Ser

Leu

Tyr

Gly

110

Glu

Gly

15

Ile

Val

Val

Tyr

Cys

95

Gln

Pro

Gly

Thr

Val

Lys

Leu

80

Asn

Gly

Glu



10

Gln Val Gln Leu Gln Glu

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Pro Met Met Trp Val Arg
35

Ser Leu TIle Ser Ile Gly
50

Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu
85

Ala Lys Tyr Leu Gly Arg
100

Thr Gln Val Thr Val Ser
115

Ala

<210>7

<211> 25

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 7

Ser

Val

Gln

Gly
55

Ser

Lys

Leu

Ser
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Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Pro

Val

His
120

Gly

Ser
25

Pro

Thr

Asp

Glu

Pro

105

His

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Pro

His

Leu

Phe

Lys

Asn

Ala

75

Thr

Thr

His

Val

Arg

Gly

Tyr
60

Lys

Ala

Thr

His

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Glu

His
125

Ser

Ser
30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Glu

Gly
15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Pro

Gly

Phe

Val

Val

Phe

80

Cys

Gly

Glu

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20
<210> 8
<211> 25
<212> PRT
<213> Lama glama

<400> 8

25

10

15

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20

25

10

64

15



ES 2662372713

<210>9

<211> 25

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 9

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Phe Val Gln Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 10

<211> 25

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 10

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser
20 25

<210> 11

<211> 25

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 11

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser
20 25

<210> 12

<211> 25

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 12

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Ser Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser
20 25

<210> 13

65
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<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 13

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Lys
1 5

<210> 14

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 14

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Val
1 5
<210> 15

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 15

Gly Thr Ile Phe Ser Val Thr Val
1 5

<210> 16

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 16

Gly Ser Ile Phe Ser Lys Asn Thr
1 5

<210> 17

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 17

Gly Thr Ile Phe Asp Ile Thr Pro
1 5

<210> 18
<211>8
<212> PRT

<213> Lama glama
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<400> 18

Gly Phe Arg Phe Ser Asn Phe Pro
1 5

<210> 19

<211> 17

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 19

Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
1 5 10 15

Asp

<210> 20

<211> 17

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 20

Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
1 5 10 15

Asp

<210> 21

<211> 17

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 21

Met Gly Trp Tyr Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gln Arg Glu Leu Val Ala
1 5 10 15

Gly
<210> 22
<211> 17
<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 22

Met Ala Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Leu Val Ala
1 5 10 15

Ala
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<210> 23

<211> 17

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 23

Met Gly Trp Tyr Arg Gln Thr Pro Gly Lys Gln Arg Glu Val Val Ala

1 5 10

Asp

<210> 24

<211> 17

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 24

15

Met Met Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser

1 5 10

Leu

<210> 25

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 25

Ile Ser Gln Ser Gly Ala Ser Ile
1 5

<210> 26

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 26

Ile Ser Asn Gly Gly Gly Thr Thr
1 5

<210> 27

<<211>7

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 27

68

15



10

15

20

25

ES 2662372713

Phe Thr Asn Thr Arg Asn Thr
1 5

<210> 28

<<211>7

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 28

Ser Pro Thr Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 29

<<211>7

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 29

Leu Thr Ser Arg Gly Thr Thr
1 5

<210> 30

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 30

Ile Ser Ile Gly Gly Ser Thr Thr
1 5

<210> 31

<211> 38

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 31

Ser Tyr Thr Gly Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

1 5

10 15

Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp

20

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
35

<210> 32
<211>38
<212> PRT

<213> Lama glama

30
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15

<400> 32

Ser Tyr Ala Ser
1

Ala Lys Asn Thr
20

Thr Ala Val Tyr
35

<210> 33

<211> 38

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 33

Asn Tyr Val Asp
1

Ala Lys Asn Thr
20

Thr Ala Val Tyr
35

<210> 34

<211> 38

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 34

Ala Tyr Lys Asp
1

Ala Lys Asn Thr

20
Thr Ala Val Tyr
35
<210> 35
<211> 38
<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 35

ES 2662372713

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
5 10 15

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Gly Leu Lys Pro Ala Asp
25 30

Tyr Cys

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Asp Ser
5 10 15

Met Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp
25 30

Tyr Cys

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Ser
5 10 15

Val Leu Leu Gln Met Asn Val Leu Lys Pro Glu Asp
25 30

Tyr Cys
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Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
1 5 10 15

Ala Lys Lys Met Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Ser Asp Asp
20 25 30

Thr Gly Val Tyr Tyr Cys
35

<210> 36

<211> 38

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 36

Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
1 5 10 15

Ala Lys Asn Thr Leu Phe Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp
20 25 30

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
35

<210> 37

<211> 21

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 37

Ala Arg Cys Pro Ala Pro Phe Thr Arg Asp Cys Phe Asp Val Thr Ser
1 5 10 15

Thr Thr Tyr Ala Tyr
20

<210> 38

<211> 21

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 38

Ala Arg Cys Pro Ala Pro Phe Thr Asn Asp Cys Met Asp Ile Thr Ser
1 5 10 15

Thr Thr Tyr Ala Tyr
20

<210> 39
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<211> 13

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 39

Asn Val Arg Arg Trp Gly Gly Thr Asn Trp Asn Asp Tyr
1 5 10

<210> 40

<211> 13

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 40

His Leu Arg Gln Asn Asn Arg Gly Ser Trp Phe His Tyr
1 5 10

<210> 41

<211> 13

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 41

Asn Val Lys Arg Trp Gly Gly Ile Gly Trp Asn Asp Tyr
1 5 10

<210> 42
<211>12
<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 42

Ala Lys Tyr Leu Gly Arg Leu Val Pro Pro Thr Thr
1 5 10

<210> 43

<211> 11

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 43

Arg Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10
<210> 44

<211>11

<212> PRT

<213> Lama glama
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<400> 44

Arg Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10
<210> 45

<211> 11

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 45

Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10
<210> 46

<211> 11

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 46

Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10
<210> 47

<211> 11

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 47

Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10
<210> 48

<211> 11

<212> PRT

<213> Lama glama
<400> 48

Glu Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 49

<211> 417

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 49

73



Cys

Ala

Gly

Thr

Gly

Cys

Ala

Gly

Gly

Thr

145

Gly

Thr

Ala

Thr

Ala

Gly

Gly

Cys

50

Thr

Ala

Ala

Cys

Gly

130

Cys

Thr

Thr

Ala

Cys
210

Gly

Thr

Thr

35

Thr

Gly

Cys

Ala

Cys

115

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

195

Thr

Gly

Cys

20

Gly

Cys

Cys

Cys

Ala

100

Ala

Gly

Gly

Gly

Cys

180

Gly

Cys

Thr

Thr

Cys

Thr

Gly

Thr

85

Thr

Gly

Cys

Ala

Thr

165

Ala

Gly

Cys

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

70

Thr

Gly

Gly

Thr

Thr

150

Gly

Cys

Cys

Ala

Cys

Gly

Gly

Ala

55

Cys

Cys

Ala

Cys

Cys

135

Ala

Cys

Ala

Cys

Gly
215
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Ala

Ala

Cys

40

Gly

Cys

Ala

Ala

Thr

120

Gly

Thr

Thr

Gly

Gly

200

Ala

Gly

Gly

25

Cys

Ala

Thr

Gly

Cys

105

Cys

Ala

Thr

Ala

Gly

185

Ala

Gly

Cys

10

Gly

Thr

Cys

Cys

Cys

90

Thr

Cys

Gly

Thr

Gly

170

Cys

Thr

Ala

74

Thr

Ala

Gly

Thr

Thr

75

Ala

Gly

Ala

Thr

Cys

155

Cys

Thr

Thr

Cys

Gly

Gly

Gly

Cys

60

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

140

Thr

Ala

Cys

Cys

Ala
220

Cys

Gly

Gly

45

Thr

Gly

Thr

Gly

Gly

125

Gly

Cys

Thr

Cys

Ala

205

Ala

Ala

Cys

30

Gly

Cys

Ala

Thr

Thr

110

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly

190

Cys

Cys

Gly

15

Thr

Gly

Cys

Thr

Ala

95

Cys

Ala

Thr

Gly

Ala

175

Thr

Cys

Gly

Gly

Thr

Gly

Thr

Thr

80

Thr

Cys

Ala

Cys

Ala

160

Gly

Gly

Ala

Cys



Cys Ala Ala Gly
225

Cys Thr Ala Cys

Thr Gly Ala Ala
260

Gly Gly Cys Cys
275

Gly Cys Cys Ala
290

Cys Ala Thr Thr
305

Thr Thr Thr Thr

Ala Cys Cys Ala
340

Gly Gly Gly Gly
355

Gly Gly Thr Cys
370

Cys Ala Cys Cys
385

Ala Cys Gly Ala

Gly

<210> 50

<211> 417

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 50

Ala

Ala

245

Gly

Gly

Gly

Cys

Gly

325

Cys

Cys

Ala

Ala

Ala
405

Ala

230

Ala

Cys

Thr

Ala

Ala

310

Ala

Gly

Cys

Cys

Cys

390

Cys

Cys

Ala

Cys

Cys

Thr

295

Cys

Cys

Thr

Ala

Cys

375

Cys

Cys
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Ala

Thr

Thr

Thr

280

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

360

Gly

Ala

Thr

Cys

Gly

Gly

265

Ala

Thr

Ala

Thr

Thr

345

Gly

Thr

Thr

Gly

Gly

Ala

250

Ala

Thr

Cys

Gly

Gly

330

Gly

Gly

Cys

Cys

Ala
410

75

Cys

235

Ala

Gly

Thr

Cys

Ala

315

Ala

Cys

Gly

Thr

Ala

395

Ala

Thr

Cys

Gly

Ala

Gly

300

Gly

Cys

Cys

Ala

Cys

380

Cys

Gly

Gly

Ala

Ala

Cys

285

Gly

Ala

Thr

Thr

Cys

365

Cys

Cys

Cys

Thr

Gly

Cys

270

Thr

Cys

Thr

Ala

Ala

350

Cys

Thr

Ala

Cys

Ala

Cys

255

Ala

Gly

Cys

Thr

Gly

335

Cys

Cys

Cys

Thr

Thr
415

Thr

240

Cys

Cys

Thr

Cys

Gly

320

Thr

Ala

Ala

Ala

Cys

400

Ala
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Cys Ala Gly Gly Thr Gly Cys Ala Gly Cys Thr Gly Cys Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ala Gly Thr Cys Thr Gly Gly Ala Gly Gly Gly Gly Gly Cys Thr Thr
20 25 30

76



Gly

Thr

Gly

65

Cys

Gly

Gly

Gly

Thr

145

Gly

Thr

Ala

Thr

Cys

225

Cys

Thr

Gly

Gly

Cys

50

Thr

Ala

Thr

Cys

Gly

130

Cys

Cys

Thr

Ala

Cys

210

Ala

Thr

Gly

Gly

Thr

35

Thr

Gly

Cys

Cys

Cys

115

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

195

Thr

Ala

Gly

Ala

Cys
275

Gly

Cys

Cys

Thr

Ala

100

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

180

Gly

Cys

Gly

Cys

Ala

260

Cys

Cys

Thr

Ala

Thr

85

Thr

Gly

Cys

Ala

Thr

165

Gly

Gly

Cys

Ala

Ala

245

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

70

Thr

Gly

Gly

Thr

Thr

150

Gly

Cys

Cys

Ala

Ala

230

Ala

Cys

Thr

Gly

Ala

55

Cys

Cys

Ala

Cys

Cys

135

Ala

Gly

Ala

Cys

Gly

215

Cys

Ala

Cys

Cys
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Cys

40

Gly

Cys

Ala

Ala

Thr

120

Gly

Thr

Thr

Ala

Gly

200

Ala

Ala

Thr

Thr

Thr
280

Cys

Ala

Thr

Gly

Cys

105

Cys

Ala

Thr

Ala

Gly

185

Ala

Gly

Cys

Gly

Gly

265

Ala

Thr

Cys

Cys

Thr

90

Thr

Cys

Gly

Thr

Cys

170

Cys

Thr

Ala

Gly

Ala

250

Cys

Thr

Gly

Thr

Thr

75

Ala

Gly

Ala

Thr

Cys

155

Cys

Thr

Thr

Cys

Cys

235

Ala

Gly

Thr

77

Gly

Cys

60

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

140

Thr

Ala

Cys

Cys

Ala

220

Thr

Cys

Gly

Ala

Gly

45

Thr

Gly

Cys

Gly

Gly

125

Gly

Ala

Cys

Cys

Ala

205

Ala

Gly

Gly

Ala

Cys
285

Gly

Cys

Ala

Thr

Thr

110

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly

190

Cys

Cys

Thr

Gly

Cys

270

Thr

Gly

Cys

Thr

Ala

95

Cys

Ala

Thr

Thr

Ala

175

Thr

Cys

Gly

Ala

Cys

255

Ala

Gly

Gly

Thr

Thr

80

Thr

Cys

Ala

Cys

Gly

160

Gly

Gly

Ala

Cys

Thr

240

Cys

Cys

Thr



Gly

Cys

305

Thr

Ala

Gly

Gly

Cys

385

Ala

Gly

Cys

290

Ala

Ala

Cys

Gly

Gly

370

Ala

Cys

<210> 51

<211> 390

<212> PRT

Ala

Thr

Thr

Cys

Gly

355

Thr

Cys

Gly

Ala

Thr

Gly

Ala

340

Gly

Cys

Cys

Ala

<213> Lama glama

<400> 51

Gly

Cys

Gly

325

Cys

Cys

Ala

Ala

Ala
405

Ala

Ala

310

Ala

Gly

Cys

Cys

Cys

390

Cys

Thr

295

Cys

Cys

Thr

Ala

Cys

375

Cys

Cys
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Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

360

Gly

Ala

Thr

Thr

Ala

Thr

Thr

345

Gly

Thr

Thr

Gly

Cys

Ala

Ala

330

Gly

Gly

Cys

Cys

Ala
410

78

Cys

Cys

315

Ala

Cys

Gly

Thr

Ala

395

Ala

Gly

300

Gly

Cys

Cys

Ala

Cys

380

Cys

Gly

Gly

Ala

Thr

Thr

Cys

365

Cys

Cys

Cys

Cys

Thr

Ala

Ala

350

Cys

Thr

Ala

Cys

Cys

Thr

Gly

335

Cys

Cys

Cys

Thr

Thr
415

Cys

Gly

320

Thr

Ala

Ala

Ala

Cys

400

Ala



Cys

Ala

Gly

Thr

Gly

65

Cys

Ala

Gly

Gly

Cys

50

Thr

Ala

Gly

Thr

Thr

35

Thr

Ala

Thr

Gly

Cys

20

Gly

Cys

Cys

Cys

Thr

Thr

Cys

Thr

Ala

Thr

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

70

Thr

Cys

Gly

Gly

Ala

55

Thr

Cys
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Ala

Ala

Gly

40

Gly

Cys

Ala

Gly

Gly

25

Cys

Ala

Thr

Gly

Cys

10

Gly

Thr

Cys

Cys

Thr

79

Thr

Ala

Gly

Thr

Thr

75

Gly

Gly

Gly

Gly

Cys

60

Gly

Thr

Cys

Gly

Gly

45

Thr

Gly

Cys

Ala

Cys

30

Gly

Cys

Ala

Ala

Gly

15

Thr

Gly

Cys

Ala

Cys

Gly

Cys

Gly

Thr

Cys

80

Thr



Gly

Gly

Gly

Gly

145

Cys

Thr

Gly

Cys

Gly

225

Cys

Ala

Cys

Gly

Gly

305

Cys

Ala

Thr

Cys

Cys

130

Cys

Thr

Gly

Gly

Cys

210

Ala

Ala

Ala

Gly

Thr

290

Thr

Thr

Cys

Cys

Cys

115

Ala

Ala

Ala

Thr

Cys

195

Ala

Ala

Ala

Cys

Thr

275

Ala

Ala

Ala

Cys

Ala

100

Ala

Gly

Gly

Ala

180

Cys

Ala

Cys

Ala

Cys

260

Cys

Cys

Cys

Cys

Cys
340

85

Thr

Gly

Cys

Gly

Ala

165

Gly

Gly

Ala

Ala

Thr

245

Thr

Thr

Gly

Gly

Thr

325

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

150

Ala

Ala

Cys

Gly

Cys

230

Gly

Gly

Ala

Thr

Ala

310

Gly

Gly

Gly

Cys

Cys

135

Thr

Ala

Cys

Thr

Ala

215

Gly

Ala

Ala

Thr

Cys

295

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

120

Gly

Thr

Cys

Thr

Thr

200

Cys

Ala

Ala

Gly

Thr

280

Gly

Thr

Gly

Thr

ES 2662372713

Cys

105

Cys

Ala

Thr

Ala

Cys

185

Cys

Ala

Thr

Cys

Gly

265

Ala

Gly

Thr

Gly

Cys
345

90

Thr

Cys

Gly

Ala

Cys

170

Cys

Ala

Gly

Gly

Ala

250

Ala

Cys

Thr

Gly

Cys

330

Ala

Gly

Ala

Thr

Cys

155

Ala

Gly

Cys

Cys

Thr

235

Gly

Cys

Thr

Gly

Gly

315

Cys

Cys

80

Gly

Gly

Thr

140

Thr

Ala

Thr

Cys

Gly

220

Ala

Cys

Ala

Gly

Gly

300

Ala

Ala

Cys

Thr

Gly

125

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

205

Cys

Thr

Cys

Cys

Thr

285

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

110

Gly

Gly

Ala

Cys

Ala

190

Thr

Cys

Cys

Thr

Ala

270

Ala

Gly

Thr

Gly

Thr
350

95

Cys

Ala

Thr

Thr

Thr

175

Ala

Cys

Ala

Thr

Gly

255

Gly

Ala

Cys

Gly

Gly

335

Cys

Cys

Ala

Cys

Ala

160

Ala

Gly

Thr

Ala

Ala

240

Ala

Cys

Thr

Gly

Ala

320

Gly

Thr



Cys Cys Thr Cys Ala Cys

355

Cys Cys Ala Thr Cys Ala

370

Gly Cys Cys Thr Ala Gly

385

<210> 52

<211> 390

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 52

Cys

1

Ala

Cys

Thr

Gly

65

Cys

Ala

Gly

Gly

Gly

145

Gly

Ala

Gly

Gly

Cys

50

Thr

Ala

Cys

Cys

Gly

130

Cys

Thr

Gly

Thr

Thr

35

Thr

Gly

Thr

Cys

Cys

115

Ala

Ala

Gly

Gly

Cys

20

Gly

Cys

Cys

Cys

Ala

100

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Cys

Thr

Ala

Thr

85

Thr

Gly

Cys

Cys

Thr
165

390

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

70

Thr

Gly

Gly

Gly

Thr

150

Ala

ES 2662372713

Ala Cys Cys Ala Cys Cys Ala Thr Cys Ala

360

365

Cys Gly Ala Ala Cys Cys Thr Gly Ala Ala

375

Cys

Gly

Gly

Ala

55

Cys

Cys

Gly

Cys

Ala

135

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly

40

Gly

Cys

Ala

Cys

Thr

120

Gly

Gly

Cys

Gly

Gly

25

Cys

Ala

Thr

Gly

Cys

105

Cys

Ala

Thr

Ala

Cys

10

Gly

Thr

Cys

Cys

Thr

90

Thr

Cys

Gly

Cys

Cys

170

81

Thr

Gly

Gly

Thr

Thr

75

Ala

Gly

Ala

Thr

Cys

155

Ala

380

Gly

Gly

Gly

Cys

60

Gly

Ala

Gly

Gly

Thr

140

Thr

Gly

Cys

Gly

Gly

45

Thr

Gly

Gly

Thr

Gly

125

Gly

Ala

Cys

Ala

Cys

30

Gly

Cys

Ala

Ala

Thr

110

Gly

Gly

Cys

Gly

Gly

15

Thr

Gly

Cys

Ala

Ala

95

Cys

Ala

Thr

Gly

Thr
175

Gly

Thr

Gly

Thr

Gly

80

Thr

Cys

Ala

Cys

Gly

160

Ala



Thr Ala Ala Ala
180

Gly Gly Cys Cys
195

Cys Cys Ala Gly
210

Gly Ala Ala Cys
225

Cys Ala Ala Ala

Ala Ala Cys Cys
260

Cys Gly Thr Cys
275

Cys Thr Ala Cys
290

Gly Thr Gly Gly
305

Cys Thr Ala Cys

Ala Cys Cys Cys
340

Cys Cys Thr Cys
355

Cys Cys Ala Thr
370

Gly Cys Cys Thr
385

<210> 53
<211> 390
<212> PRT

<213> Lama glama

Gly

Gly

Ala

Ala

Thr

245

Thr

Thr

Gly

Thr

Thr

325

Ala

Ala

Cys

Ala

Ala

Ala

Gly

Cys

230

Gly

Gly

Ala

Thr

Thr

310

Gly

Gly

Cys

Ala

Gly
390

Cys

Thr

Ala

215

Gly

Ala

Ala

Thr

Cys

295

Cys

Gly

Gly

Ala

Cys
375

ES 2662372713

Thr

Thr

200

Cys

Gly

Ala

Gly

Thr

280

Ala

Thr

Gly

Thr

Cys

360

Gly

Cys

185

Cys

Ala

Thr

Cys

Gly

265

Ala

Ala

Thr

Gly

Cys

345

Cys

Ala

Cys

Ala

Gly

Gly

Gly

250

Ala

Cys

Ala

Gly

Cys

330

Ala

Ala

Ala

82

Gly Thr Gly

Cys

Cys

Thr

235

Thr

Thr

Thr

Ala

Gly

315

Cys

Cys

Cys

Cys

Cys

Gly

220

Thr

Cys

Ala

Gly

Thr

300

Thr

Ala

Cys

Cys

Cys
380

Ala

205

Cys

Gly

Cys

Cys

Thr

285

Ala

Thr

Gly

Gly

Ala

365

Thr

Ala

190

Thr

Cys

Cys

Thr

Thr

270

Cys

Ala

Cys

Gly

Thr

350

Thr

Gly

Ala

Cys

Ala

Thr

Gly

255

Gly

Ala

Cys

Cys

Gly

335

Cys

Cys

Ala

Gly

Thr

Ala

Gly

240

Ala

Cys

Thr

Cys

Ala

320

Gly

Thr

Ala

Ala



ES 2662372713

<400> 53

Cys Ala Gly Gly Thr Gly Cys Ala Gly Cys Thr Gly Cys Ala Gly Gly
1 5 10 15

83



Ala

Gly

Thr

Gly

65

Gly

Cys

Gly

Gly

Gly

145

Gly

Cys

Gly

Cys

Gly

225

Cys

Ala

Gly

Gly

Cys

50

Thr

Ala

Cys

Cys

Cys

130

Cys

Cys

Gly

Gly

Cys

210

Ala

Ala

Ala

Thr

Thr

35

Gly

Gly

Thr

Cys

Cys

115

Ala

Ala

Gly

Cys

Cys

195

Ala

Ala

Ala

Thr

Cys

20

Gly

Cys

Cys

Cys

Ala

100

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

180

Cys

Gly

Ala

Ala

Cys
260

Thr

Cys

Thr

Ala

Thr

85

Thr

Gly

Cys

Ala

Thr

165

Gly

Gly

Ala

Ala

Thr

245

Thr

Gly

Ala

Gly

Gly

70

Thr

Gly

Ala

Gly

Thr

150

Ala

Ala

Gly

Gly

Thr

230

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

55

Thr

Cys

Gly

Cys

Cys

135

Cys

Cys

Cys

Thr

Ala

215

Gly

Ala

Ala

ES 2662372713

Gly

Gly

40

Gly

Cys

Gly

Gly

Thr

120

Gly

Thr

Cys

Thr

Thr

200

Cys

Thr

Ala

Cys

Gly

25

Cys

Ala

Thr

Ala

Cys

105

Cys

Ala

Thr

Ala

Cys

185

Cys

Ala

Thr

Cys

Gly
265

Gly

Thr

Cys

Cys

Thr

90

Thr

Cys

Ala

Ala

Cys

170

Cys

Ala

Ala

Gly

Ala

250

Ala

Ala

Gly

Thr

Thr

75

Ala

Gly

Ala

Gly

Cys

155

Ala

Gly

Cys

Cys

Thr

235

Gly

Cys

84

Gly

Gly

Cys

60

Gly

Thr

Gly

Gly

Thr

140

Thr

Ala

Thr

Cys

Gly

220

Ala

Cys

Ala

Gly

Gly

45

Thr

Gly

Cys

Thr

Gly

125

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

205

Cys

Thr

Cys

Cys

Cys

30

Gly

Cys

Thr

Ala

Ala

110

Gly

Gly

Gly

Thr

Ala

190

Thr

Cys

Cys

Thr

Ala
270

Thr

Gly

Thr

Ala

Cys

95

Cys

Ala

Thr

Thr

Thr

175

Ala

Cys

Ala

Thr

Gly

255

Gly

Thr

Gly

Thr

Cys

80

Thr

Cys

Ala

Cys

Cys

160

Ala

Gly

Thr

Ala

Gly

240

Ala

Gly



Cys Gly Thr Gly
275

Gly Thr Gly Ala
290

Gly Thr Ala Thr
305

Cys Thr Ala Cys

Ala Cys Cys Cys
340

Cys Cys Thr Cys
355

Cys Cys Ala Thr
370

Gly Cys Cys Thr
385

<210> 54

<211> 390

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 54

Thr

Ala

Thr

Thr

325

Ala

Ala

Cys

Ala

Ala

Ala

Gly

310

Gly

Gly

Cys

Ala

Gly
390

Thr

Cys

295

Gly

Gly

Gly

Ala

Cys
375

ES 2662372713

Thr

280

Gly

Cys

Gly

Thr

Cys
360

Gly

Ala

Gly

Thr

Gly

Cys

345

Cys

Ala

Cys

Thr

Gly

Cys

330

Ala

Ala

Ala

85

Thr Gly Thr

Gly

Gly

315

Cys

Cys

Cys

Cys

Gly

300

Ala

Ala

Cys

Cys

Cys
380

285

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

365

Thr

Ala

Gly

Cys

Gly

Thr

350

Thr

Gly

Ala

Ala

Gly

Gly

335

Cys

Cys

Ala

Cys

Gly

Ala

320

Gly

Thr

Ala

Ala



Cys

Ala

Gly

Thr

Gly

Cys

Cys

Ala

Gly

Gly

Cys

50

Thr

Ala

Cys

Gly

Thr

Thr

35

Thr

Gly

Gly

Thr

Gly

Cys

20

Gly

Cys

Thr

Ala

Ala

Thr

Thr

Cys

Thr

Ala

Thr

85

Thr

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

70

Thr

Gly

Cys

Gly

Gly

Ala

55

Cys

Cys

Ala

ES 2662372713

Ala

Ala

Thr

40

Gly

Cys

Ala

Thr

Gly

Gly

25

Cys

Ala

Thr

Gly

Gly

Cys

10

Gly

Thr

Cys

Cys

Thr

90

Thr

86

Thr

Ala

Gly

Thr

Thr

75

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

Cys

60

Gly

Ala

Gly

Cys

Gly

Gly

45

Thr

Gly

Cys

Gly

Ala

Cys

30

Gly

Cys

Ala

Thr

Thr

Gly

15

Thr

Gly

Cys

Thr

Thr

95

Cys

Gly

Thr

Gly

Thr

Thr

80

Thr

Cys



Gly

Gly

Thr

145

Gly

Thr

Ala

Thr

Cys

225

Cys

Thr

Gly

Gly

Gly

305

Thr

Ala

Cys

Cys

Gly

130

Cys

Thr

Thr

Ala

Cys

210

Ala

Thr

Gly

Gly

Cys

290

Gly

Ala

Cys

Cys

Cys

115

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

195

Thr

Ala

Gly

Ala

Cys

275

Ala

Cys

Cys

Cys

Thr
355

100

Ala

Gly

Cys

Gly

Thr

180

Gly

Cys

Gly

Cys

Ala

260

Cys

Ala

Thr

Thr

Cys

340

Cys

Gly

Cys

Thr

Thr

165

Gly

Gly

Cys

Ala

Ala

245

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly

325

Ala

Ala

Gly

Thr

Gly

150

Ala

Cys

Cys

Ala

Ala

230

Ala

Cys

Thr

Ala

Gly

310

Ala

Gly

Cys

Cys

Cys

135

Ala

Gly

Gly

Cys

Gly

215

Cys

Ala

Cys

Gly

Thr

295

Thr

Gly

Gly

Ala

Cys

120

Gly

Thr

Thr

Gly

Gly

200

Ala

Ala

Thr

Thr

Thr

280

Ala

Cys

Gly

Thr

Cys
360

ES 2662372713

105

Cys

Ala

Thr

Ala

Ala

185

Ala

Gly

Cys

Gly

Gly

265

Ala

Thr

Cys

Gly

Cys

345

Cys

Cys

Gly

Ala

Cys

170

Cys

Thr

Ala

Gly

Ala

250

Ala

Thr

Cys

Cys

Cys

330

Ala

Ala

Ala

Thr

Gly

155

Cys

Thr

Thr

Cys

Cys

235

Ala

Gly

Thr

Thr

Ala

315

Cys

Cys

Cys

87

Gly

Gly

140

Cys

Ala

Cys

Cys

Ala

220

Thr

Cys

Gly

Ala

Thr

300

Cys

Ala

Cys

Cys

Gly

125

Gly

Ala

Cys

Cys

Ala

205

Ala

Gly

Ala

Ala

Cys

285

Gly

Cys

Gly

Gly

Ala
365

110

Ala

Gly

Thr

Gly

Gly

190

Cys

Cys

Thr

Gly

Cys

270

Thr

Gly

Gly

Gly

Thr

350

Thr

Ala

Thr

Thr

Ala

175

Thr

Cys

Gly

Thr

Cys

255

Ala

Gly

Thr

Ala

Gly

335

Cys

Cys

Ala

Cys

Gly

160

Ala

Gly

Ala

Cys

Thr

240

Cys

Cys

Thr

Cys

Cys

320

Gly

Thr

Ala



ES 2662372713

Cys Cys Ala Thr Cys Ala Cys Gly Ala Ala Cys Cys Thr Gly Ala Ala
370 375 380

Gly Cys Cys Thr Ala Gly
385 390

<210> 55

<211> 1095

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo Beta2AR
<400> 55

88



Gly

Gly

Gly

Cys

Ala

65

Gly

Gly

Thr

Cys

Gly

145

Thr

Gly

Gly

Cys

Gly

Ala

50

Cys

Gly

Thr

Cys

Cys

130

Gly

Cys

Thr

Gly

Ala

Cys

35

Thr

Gly

Ala

Gly

Ala

115

Thr

Cys

Ala

Thr

Cys

Gly

20

Ala

Gly

Thr

Cys

Gly

100

Thr

Gly

Ala

Cys

Cys

Ala

Cys

Cys

Cys

Cys

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala

165

Gly

Ala

Gly

Cys

Gly

Ala

70

Ala

Cys

Thr

Cys

Thr

150

Gly

Ala

Cys

Cys

Cys

Cys

55

Cys

Gly

Ala

Cys

Cys

135

Gly

Cys

Gly

ES 2662372713

Cys

Cys

Ala

40

Cys

Gly

Gly

Thr

Thr

120

Ala

Thr

Cys

Cys

Cys

Thr

25

Ala

Gly

Cys

Thr

Gly

105

Cys

Thr

Gly

Ala

Gly

Gly

10

Thr

Thr

Gly

Ala

Gly

Gly

Thr

Cys

Cys

Thr

170

Thr

89

Gly

Cys

Ala

Ala

Gly

75

Thr

Gly

Cys

Gly

Thr

155

Thr

Cys

Gly

Thr

Gly

Cys

60

Cys

Gly

Cys

Ala

Thr

140

Gly

Gly

Thr

Ala

Thr

Ala

45

Cys

Ala

Gly

Ala

Thr

125

Gly

Gly

Cys

Gly

Ala

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

Thr

110

Cys

Thr

Thr

Cys

Cys

Cys

15

Cys

Gly

Cys

Ala

Thr
95

Cys

Gly

Thr

Cys

Ala

175

Ala

Gly

Thr

Cys

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Ala

160

Ala

Gly



Ala

Thr

Cys

225

Ala

Thr

Cys

Ala

Ala

305

Thr

Gly

Cys

Gly

Gly

385

Thr

Gly

Ala

Cys

Cys

210

Thr

Thr

Gly

Cys

Thr

290

Cys

Thr

Thr

Cys

Thr

370

Ala

Thr

Thr

Cys

Gly

195

Ala

Gly

Gly

Cys

Ala

275

Gly

Thr

Gly

Gly

Ala

355

Gly

Thr

Ala

Ala

Cys
435

180

Gly

Thr

Thr

Gly

Cys

260

Thr

Thr

Thr

Gly

Cys

340

Gly

Cys

Cys

Cys

Cys

420

Ala

Thr

Cys

Gly

Gly

245

Cys

Ala

Gly

Cys

Ala

325

Thr

Cys

Gly

Gly

Thr

405

Cys

Ala

Cys

Ala

Cys

230

Cys

Thr

Thr

Gly

Thr

310

Cys

Gly

Ala

Thr

Cys

390

Thr

Ala

Gly

Ala

Cys

215

Thr

Cys

Thr

Thr

Ala

295

Gly

Thr

Thr

Thr

Gly

375

Thr

Cys

Gly

Ala

Cys

200

Thr

Gly

Thr

Thr

Cys

280

Cys

Gly

Thr

Gly

Thr

360

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala
440

ES 2662372713

185

Cys

Thr

Ala

Gly

Gly

265

Thr

Thr

Thr

Cys

Cys

345

Gly

Thr

Cys

Cys

Gly

425

Thr

Ala

Cys

Thr

Gly

250

Gly

Thr

Thr

Gly

Cys

330

Gly

Ala

Cys

Thr

Cys

410

Cys

Ala

Ala

Ala

Cys

235

Cys

Gly

Ala

Thr

Cys

315

Ala

Thr

Gly

Gly

Thr

395

Thr

Cys

Ala

90

Cys

Cys

220

Thr

Ala

Gly

Thr

Thr

300

Gly

Thr

Cys

Ala

Cys

380

Thr

Thr

Thr

Gly

Thr

205

Thr

Gly

Gly

Cys

Gly

285

Gly

Ala

Thr

Ala

Cys

365

Ala

Gly

Thr

Gly

Gly
445

190

Ala

Gly

Gly

Thr

Cys

270

Ala

Gly

Gly

Gly

Cys

350

Cys

Gly

Cys

Cys

Cys

430

Cys

Cys

Gly

Thr

Gly

255

Gly

Ala

Cys

Thr

Ala

335

Gly

Cys

Thr

Cys

Ala

415

Thr

Cys

Thr

Cys

Cys

240

Gly

Cys

Ala

Ala

Thr

320

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

400

Ala

Gly

Cys



Gly

Gly

465

Gly

Thr

Cys

Cys

Ala

545

Gly

Thr

Ala

Cys

Gly

625

Thr

Cys

Gly

Ala

Gly

450

Gly

Gly

Gly

Thr

Ala

530

Cys

Ala

Thr

Thr

Ala

610

Thr

Gly

Ala

Cys

Gly
690

Gly

Thr

Cys

Cys

Gly

515

Cys

Thr

Cys

Cys

Gly

595

Thr

Thr

Gly

Gly

Cys

675

Ala

Thr

Gly

Cys

Cys

500

Gly

Cys

Gly

Cys

Ala

580

Cys

Cys

Cys

Thr

Gly

660

Ala

Ala

Gly

Thr

Thr

485

Cys

Thr

Ala

Cys

Thr

565

Cys

Cys

Gly

Cys

Cys

645

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

470

Thr

Ala

Ala

Gly

Thr

550

Gly

Gly

Ala

Thr

Cys

630

Thr

Thr

Ala

Ala

Thr

455

Gly

Ala

Thr

Cys

Gly

535

Ala

Cys

Ala

Thr

Gly

615

Cys

Thr

Cys

Ala

Thr
695
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Cys

Ala

Cys

Thr

Cys

520

Ala

Thr

Thr

Ala

Thr

600

Thr

Thr

Cys

Thr

Gly

680

Thr

Ala

Thr

Cys

Cys

505

Gly

Ala

Gly

Gly

Cys

585

Gly

Cys

Gly

Gly

Thr

665

Gly

Gly

Thr

Thr

Thr

490

Ala

Gly

Gly

Cys

Thr

570

Cys

Cys

Cys

Gly

Thr

650

Thr

Cys

Ala

Thr

Gly

475

Cys

Gly

Gly

Cys

Cys

555

Gly

Ala

Cys

Thr

Thr

635

Cys

Cys

Ala

Cys

91

Cys

460

Thr

Cys

Ala

Cys

Cys

540

Gly

Ala

Ala

Thr

Thr

620

Gly

Thr

Ala

Gly

Ala
700

Thr

Gly

Thr

Thr

Cys

525

Ala

Ala

Cys

Gly

Cys

605

Cys

Ala

Ala

Gly

Cys

685

Ala

Gly

Thr

Thr

Gly

510

Ala

Thr

Gly

Thr

Cys

590

Thr

Thr

Thr

Cys

Gly

670

Thr

Ala

Ala

Cys

Cys

495

Cys

Cys

Cys

Gly

Thr

575

Cys

Thr

Ala

Cys

Thr

655

Ala

Cys

Thr

Thr

Ala

480

Thr

Ala

Cys

Ala

Ala

560

Cys

Thr

Cys

Cys

Ala

640

Cys

Gly

Cys

Cys



Thr

705

Gly

Ala

Gly

Cys

Ala

785

Gly

Ala

Thr

Cys

Thr

865

Thr

Thr

Gly

Thr

Thr
945

Gly

Thr

Gly

Cys

Thr

770

Gly

Cys

Cys

Gly

Thr

850

Thr

Gly

Ala

Ala

Ala

930

Gly

Ala

Cys

Gly

Gly

755

Cys

Thr

Ala

Gly

Gly

835

Gly

Cys

Cys

Ala

Ala

915

Ala

Thr

Gly

Cys

Thr

740

Gly

Cys

Thr

Cys

Thr

820

Gly

Cys

Ala

Ala

Cys

900

Gly

Ala

Cys

Gly

Ala

725

Gly

Ala

Gly

Cys

Ala

805

Thr

Cys

Thr

Thr

Thr

885

Cys

Thr

Thr

Ala

Gly

710

Gly

Gly

Cys

Cys

Thr

790

Ala

Ala

Ala

Gly

Cys

870

Gly

Thr

Thr

Thr

Ala
950

Cys

Ala

Ala

Gly

Ala

775

Gly

Ala

Gly

Cys

Gly

855

Gly

Thr

Cys

Thr

Gly

935

Thr
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Cys

Ala

Gly

Gly

760

Gly

Cys

Gly

Gly

Thr

840

Cys

Thr

Gly

Ala

Ala

920

Gly

Thr

Gly

Cys

Cys

745

Gly

Ala

Thr

Cys

Cys

825

Thr

Thr

Thr

Ala

Thr

905

Cys

Ala

Cys

Cys

Cys

730

Ala

Gly

Thr

Thr

Cys

810

Ala

Thr

Gly

Ala

Thr

890

Cys

Ala

Thr

Thr

Thr

715

Thr

Gly

Cys

Cys

Gly

795

Cys

Thr

Cys

Cys

Ala

875

Cys

Cys

Thr

Ala

Gly
955

92

Thr

Thr

Gly

Ala

Thr

780

Ala

Thr

Cys

Ala

Cys

860

Cys

Cys

Gly

Cys

Gly

940

Gly

Cys

Ala

Ala

Thr

765

Thr

Ala

Cys

Ala

Cys

845

Cys

Ala

Ala

Thr

Cys

925

Gly

Thr

Cys

Gly

Thr

750

Gly

Cys

Gly

Ala

Thr

830

Cys

Thr

Thr

Gly

Ala

910

Thr

Cys

Thr

Ala

Cys

735

Gly

Gly

Cys

Gly

Ala

815

Cys

Cys

Thr

Thr

Gly

895

Ala

Cys

Thr

Thr

Thr

720

Cys

Gly

Ala

Ala

Ala

800

Gly

Ala

Thr

Cys

Gly

880

Ala

Gly

Cys

Ala

Cys
960



Ala

Gly

Cys

Gly

Cys

Ala

Gly

Gly
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Ala Thr Cys Cys Cys Cys Thr Thr Ala Thr Cys Thr Ala Cys Thr
965 970 975

Cys Cys Gly Gly Ala Gly Cys Cys Cys Ala Gly Ala Thr Thr Thr
980 985 990

Ala Gly Gly Ala Thr Thr Gly Cys Cys Thr Thr Cys Cys Ala Gly
995 1000 1005

Ala Gly Cys Thr Thr Cys Thr Gly Thr Gly Cys Cys Thr Gly
1010 1015 1020

Gly Cys Ala Gly Gly Thr Cys Thr Thr Cys Thr Thr Thr Gly
1025 1030 1035

Ala Gly Gly Cys Cys Thr Ala Thr Gly Gly Gly Ala Ala Thr
1040 1045 1050

Gly Cys Thr Ala Cys Thr Cys Cys Ala Gly Cys Ala Ala Cys
1055 1060 1065

Gly Cys Ala Ala Cys Ala Cys Ala Gly Gly Gly Gly Ala Gly
1070 1075 1080

Cys Ala Gly Ala Gly Thr Gly Gly Ala Thr Ala Ala
1085 1090 1095

<210> 56

<211> 380

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

93



Met

Lys

Asp

Gly

Val

65

Ile

Gly

Ala

Lys

Glu

50

Asn

Lys

Cys

Gln

Gln

35

Ser

Gly

Asn

Leu

Arg

20

Val

Gly

Phe

Asn

Gly

Glu

Tyr

Lys

Asn

Leu
85

Asn

Ala

Arg

Ser

Gly

70

Lys

Ser

Asn

Ala

Thr

55

Asp

Glu
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Lys

Lys

Thr

40

Ile

Ser

Ala

Thr

Lys

25

His

Val

Glu

Ile

Glu

10

Ile

Arg

Lys

Lys

Glu
90

94

Asp

Glu

Leu

Gln

Ala

75

Thr

Gln

Lys

Leu

Met

60

Thr

Ile

Arg

Gln

Leu

45

Arg

Lys

Val

Asn

Leu

30

Leu

Ile

Val

Ala

Glu

15

Gln

Gly

Leu

Gln

Ala
95

Glu

Lys

Ala

His

Asp

Met



Ser

Arg

Pro

Val

145

Ala

Val

Ile

Asp

Asn

225

Met

Asn

Val

Ala

Thr

305

Thr

Ala

Asn

Val

Pro

130

Arg

Gln

Pro

Phe

val

210

Asp

Val

Leu

Ile

Gly

290

Thr

Arg

Ser

Leu

Asp

115

Glu

Ala

Tyr

Ser

Glu

195

Gly

Val

Ile

Phe

Leu

275

Lys

Pro

Ala

Gly

Val

100

Tyr

Phe

Cys

Phe

Asp

180

Thr

Gly

Thr

Arg

Lys

260

Phe

Ser

Glu

Lys

Asp
340

Pro

Ile

Tyr

Tyr

Leu

165

Gln

Lys

Gln

Ala

Glu

245

Ser

Leu

Lys

Asp

Tyr

325

Gly

Pro

Leu

Glu

Glu

150

Asp

Asp

Phe

Arg

Ile

230

Asp

Tle

Asn

Ile

Ala

310

Phe

Arg

Val

Ser

His

135

Arg

Lys

Leu

Gln

Asp

215

Ile

Asn

Trp

Lys

Glu

295

Thr

Ile

His
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Glu

Val

120

Ala

Ser

Ile

Leu

val

200

Glu

Phe

Gln

Asn

Gln

280

Asp

Pro

Arg

Tyr

Leu

105

Met

Lys

Asn

Asp

Arg

185

Asp

Arg

Val

Thr

Asn

265

Asp

Tyr

Glu

Asp

Cys
345

Ala

Asn

Ala

Glu

val

170

Cys

Lys

Arg

Val

Asn

250

Arg

Leu

Phe

Pro

Glu

330

Tyr

Asn

Val

Leu

Tyr

155

Ile

Arg

Val

Lys

Ala

235

Arg

Trp

Leu

Pro

Gly

315

Phe

Pro

95

Pro

Pro

Trp

140

Gln

Lys

Val

Asn

Trp

220

Ser

Leu

Leu

Ala

Glu

300

Glu

Leu

His

Glu

Asp

125

Glu

Leu

Gln

Leu

Phe

205

Ile

Ser

Gln

Arg

Glu

285

Phe

Asp

Arg

Phe

Asn

110

Phe

Asp

Ile

Ala

Thr

190

His

Gln

Ser

Glu

Thr

270

Lys

Ala

Pro

Ile

Thr
350

Gln

Asp

Glu

Asp

Asp

175

Ser

Met

Cys

Tyr

Ala

255

Tle

val

Arg

Arg

Ser

335

Cys

Phe

Phe

Gly

Cys

160

Tyr

Gly

Phe

Phe

Asn

240

Leu

Ser

Leu

Tyr

Val

320

Thr

Ala
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Val Asp Thr Glu Asn Ile Arg Arg Val Phe Asn Asp Cys Arg Asp Ile
355 360 365

Ile Gln Arg Met His Leu Arg Gln Tyr Glu Leu Leu
370 375 380

<210> 57

<211> 354

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57
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Met

Lys

Glu

Ile

Glu

65

Ile

Asp

Ala

Arg

Glu

145

Arg

Thr

Asp

Gly

Met

Val

Val

50

Cys

Ile

Ser

Ala

Leu

130

Tyr

Ile

Arg

Leu

Cys

Ile

Lys

35

Lys

Lys

Ala

Ala

Glu

115

Trp

Gln

Ala

Val

His

Thr

Asp

20

Leu

Gln

Gln

Ile

Arg

100

Glu

Lys

Leu

Gln

Lys

180

Phe

Leu

Arg

Leu

Met

Tyr

Ile

85

Ala

Gly

Asp

Asn

Pro

165

Thr

Lys

Ser

Asn

Leu

Lys

Lys

70

Arg

Asp

Phe

Ser

Asp

150

Asn

Thr

Met

Ala

Leu

Leu

Ile

55

Ala

Ala

Asp

Met

Gly

135

Ser

Tyr

Gly

Phe
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Glu

Arg

Gly

40

Ile

Val

Met

Ala

Thr

120

Val

Ala

Ile

Ile

Asp

Asp

Glu

25

Ala

His

Val

Gly

Arg

105

Ala

Gln

Ala

Pro

Val

185

Val

Lys

10

Asp

Gly

Glu

Tyr

Arg

Gln

Glu

Ala

Tyr

Thr

170

Glu

Gly

97

Ala

Gly

Glu

Ala

Ser

75

Leu

Leu

Leu

Cys

Tyr

155

Gln

Thr

Gly

Ala

Glu

Ser

Gly

Asn

Lys

Phe

Ala

Phe

140

Leu

Gln

His

Gln

Val

Lys

Gly

45

Tyr

Thr

Ile

Val

Gly

125

Asn

Asn

Asp

Phe

Arg

Glu

Ala

30

Lys

Ser

Ile

Asp

Leu

110

Val

Arg

Asp

Val

Thr

190

Ser

Arg

15

Ala

Ser

Glu

Gln

Phe

95

Ala

Ile

Ser

Leu

Leu

175

Phe

Glu

Ser

Arg

Thr

Glu

Ser

80

Gly

Gly

Lys

Arg

Asp

160

Arg

Lys

Arg



Lys Lys
210

Val Ala
225

Asn Arg

Lys Trp

Leu Phe

Glu Tyr
290

Cys Gln
305

Thr His

Asp Ala

Leu Phe
<210> 58

<211> 350
<212> PRT

195

Trp

Leu

Met

Phe

Glu

275

Ala

Phe

Phe

Val

Ile

Ser

His

Thr

260

Glu

Gly

Glu

Thr

Thr
340

<213> Homo sapiens

<400> 58

His

Asp

Glu

245

Asp

Lys

Ser

Asp

Cys

325

Asp

Cys

Tyr

230

Ser

Thr

Ile

Asn

Leu

310

Ala

Val

Phe

215

Asp

Met

Ser

Lys

Thr

295

Asn

Thr

Ile
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200

Glu

Leu

Lys

Ile

Lys

280

Tyr

Lys

Asp

Ile

Gly

Val

Leu

Ile

265

Ser

Glu

Arg

Thr

Lys
345

Val

Leu

Phe

250

Leu

Pro

Glu

Lys

Lys

330

Asn

98

Thr

Ala

235

Asp

Phe

Leu

Ala

Asp

315

Asn

Asn

Ala

220

Glu

Ser

Leu

Thr

Ala

300

Thr

Val

Leu

205

Ile

Asp

Ile

Asn

Ile

285

Ala

Lys

Gln

Lys

Ile

Glu

Cys

Lys

270

Cys

Tyr

Glu

Phe

Asp
350

Phe

Glu

Asn

255

Lys

Tyr

Ile

Ile

Val

335

Cys

Cys

Met

240

Asn

Asp

Pro

Gln

Tyr

320

Phe

Gly



Met

Lys

Leu

Met

Gly Ala

Lys Leu

Leu Leu
35

Lys Ile
50

Gly Ala Ser Ala
5

Lys Glu Asp Ala
20

Gly Ala Gly Glu

Ile His Gln Asp
55
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Glu

Glu

Ser

40

Gly

Glu Lys His
10

Lys Asp Ala
25

Gly Lys Ser

Tyr Ser Leu

99

Ser

Arg

Thr

Glu
60

Arg Glu

Thr Val
30

Ile Val
45

Glu Cys

Leu

15

Lys

Lys

Leu

Glu

Leu

Gln

Glu



Phe

65

Val

Gln

Gly

Asp

Asn

145

Pro

Thr

Arg

His

Ala

225

Glu

Thr

Lys

Pro

Glu
305

Ile

Arg

Asp

Thr

Ser

130

Asp

Gly

Thr

Met

Cys

210

Tyr

Ser

Thr

Ile

Asn

290

Leu

Ala

Ala

Asp

Met

115

Gly

Ser

Tyr

Gly

Phe

195

Phe

Asp

Leu

Ser

Lys

275

Thr

Asn

Ile

Met

Ala

100

Pro

Ile

Ala

vVal

Ile

180

Asp

Glu

Met

His

Tle

260

Lys

Tyr

Met

Ile

Thr

85

Arg

Lys

Gln

Gly

Pro

165

Ile

Val

Gly

Val

Leu

245

Val

Ala

Glu

Arg

Tyr

70

Thr

Lys

Glu

Ala

Tyr

150

Thr

Glu

Gly

val

Leu

230

Phe

Leu

His

Asp

Arg
310

Gly

Leu

Leu

Met

Cys

135

Tyr

Glu

Thr

Gly

Thr

215

vVal

Asn

Phe

Leu

Ala

295

Asp
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Asn

Asn

Met

Ser

120

Phe

Leu

Gln

Gln

Gln

200

Cys

Glu

Ser

Leu

Ser

280

Gly

vVal

Thr

Tle

His

105

Asp

Glu

Ser

Asp

Phe

185

Arg

Ile

Asp

Ile

Asn

265

Ile

Asn

Lys

Leu

Gln

20

Met

Ile

Arg

Asp

Val

170

Ser

Ser

Ile

Asp

Cys

250

Lys

Cys

Tyr

Glu

Gln

75

Tyr

Ala

Ile

Ala

Leu

155

Leu

Phe

Glu

Phe

Glu

235

Asn

Lys

Phe

Ile

Ile
315

100

Ser

Gly

Asp

Gln

Ser

140

Glu

Arg

Lys

Arg

Ile

220

Val

His

Asp

Pro

Lys

300

Tyr

Ile

Asp

Thr

Arg

125

Glu

Arg

Ser

Asp

Lys

205

Ala

Asn

Arg

Val

Asp

285

Val

Ser

Leu

Ser

Ile

110

Leu

Tyr

Leu

Arg

Leu

190

Lys

Ala

Arg

Tyr

Phe

270

Tyr

Gln

His

Ala

Ala

95

Glu

Trp

Gln

Val

Val

175

Asn

Trp

Leu

Met

Phe

255

Phe

Asp

Phe

Met

Ile

80

Arg

Glu

Lys

Leu

Thr

160

Lys

Phe

Ile

Ser

His

240

Ala

Glu

Gly

Leu

Thr
320
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Cys Ala Thr Asp Thr Gln Asn Val Lys Phe Val Phe Asp Ala Val Thr
325 330 335

Asp Ile Ile Ile Lys Glu Asn Leu Lys Asp Cys Gly Leu Phe
340 345 350

<210> 59

<211> 394

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 59

101



Met

Lys

Asp

Gly

Val

65

Arg

Asn

Leu

Asp

Glu

145

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

Lys

Glu

50

Asn

Ser

Asn

Val

Tyr

130

Phe

Cys

Phe

Asp

Cys

Gln

Gln

35

Ser

Gly

Asn

Leu

Pro

115

Ile

Tyr

Tyr

Leu

Gln
195

Leu

Arg

20

Val

Gly

Phe

Ser

Lys

100

Pro

Leu

Glu

Glu

Asp

180

Asp

Gly

Glu

Tyr

Lys

Asn

Asp

85

Glu

Val

Ser

His

Arg

165

Lys

Leu

Asn

Ala

Arg

Ser

Gly

70

Gly

Ala

Glu

Val

Ala

150

Ser

Ile

Leu

Ser

Asn

Ala

Thr

55

Glu

Glu

Ile

Leu

Met

135

Lys

Asn

Asp

Arg
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Lys

Lys

Thr

40

Ile

Gly

Lys

Glu

Ala

120

Asn

Ala

Glu

Val

Cys
200

Thr

Lys

25

His

Val

Gly

Ala

Thr

105

Asn

Val

Leu

Tyr

Ile

185

Arg

Glu

10

Ile

Arg

Lys

Glu

Thr

90

Ile

Pro

Pro

Trp

Gln

170

Lys

Val

102

Asp

Glu

Leu

Gln

Glu

75

Lys

Val

Glu

Asp

Glu

155

Leu

Gln

Leu

Gln

Lys

Leu

Met

60

Asp

Val

Ala

Asn

Phe

140

Asp

Ile

Asp

Thr

Arg

Gln

Leu

45

Arg

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Asp

Glu

Asp

Asp

Ser
205

Asn

Leu

30

Leu

Ile

Gln

Asp

Met

110

Phe

Phe

Gly

Cys

Tyr

190

Gly

Glu

15

Gln

Gly

Leu

Ala

Ile

95

Ser

Arg

Pro

Val

Ala

175

Val

Ile

Glu

Lys

Ala

His

Ala

80

Lys

Asn

Val

Pro

Arg

160

Gln

Pro

Phe



Glu Thr
210

Gly Gly
225

Val Thr

Ile Arg

Phe Lys

Leu Phe
290

Lys Ser
305

Pro Glu

Ala Lys

Gly Asp

Thr Glu
370

Arg Met
385

<210> 60
<211> 394
<212> PRT

Lys

Gln

Ala

Glu

Ser

275

Leu

Lys

Asp

Tyr

Gly

355

Asn

His

Phe

Arg

Ile

Asp

260

Ile

Asn

Ile

Ala

Phe

340

Arg

Ile

Leu

Gln

Asp

Ile

245

Asn

Trp

Lys

Glu

Thr

325

Ile

His

Arg

Arg

<213> Rattus norvegicus

<400> 60

Val

Glu

230

Phe

Gln

Asn

Gln

Asp

310

Pro

Arg

Tyr

Arg

Gln
390

Asp

215

Arg

Val

Thr

Asn

Asp

295

Tyr

Glu

Asp

Cys

Val

375

Tyr
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Lys

Arg

Val

Asn

Arg

280

Leu

Phe

Pro

Glu

Tyr

360

Phe

Glu

Val

Lys

Ala

Arg

265

Trp

Leu

Pro

Gly

Phe

345

Pro

Asn

Leu

Asn

Trp

Ser

250

Leu

Leu

Ala

Glu

Glu

330

Leu

His

Asp

Leu

Phe

Ile

235

Ser

Gln

Arg

Glu

Phe

315

Asp

Arg

Phe

Cys

His

220

Gln

Ser

Glu

Thr

Lys

300

Ala

Pro

Ile

Thr

Arg
380

Met

Cys

Tyr

Ala

Ile

285

Val

Arg

Arg

Ser

Cys

365
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Ser

115

Ala

Asp

Ile

Tyr

Gln

75

His

Pro

Ile

Glu

Ala

Gln

Ala

60

Asp

Ala

Ser

Tyr

Gln

Thr

Met

45

Met

Gly

Ile

Gly

Asn

Leu

Leu

30

Arg

His

Lys

Pro

Asn

110

Leu

Lys

15

Ser

Thr

Trp

Leu

Leu

95

Tyr

Lys

Asn

Gln

Arg

Gly

Ile

80

Arg

Val

Thr



Arg Glu
130

Tyr Leu
145

Ser Gly

Thr Thr

Ala Pro

Lys Leu
210

His Glu
225

Phe Ala

Ala Asp

Ile Thr

Tyr Asp
290

Ala Gly
305

Thr Asp

Lys Ile

<210> 66
<211> 71
<212> PRT

115

Gly

Ser

Asp

Thr

Asp

195

Trp

Ser

Thr

Gln

Ser

275

Asp

Val

Asp

Trp

Asn

Cys

Thr

Phe

180

Thr

Asp

Asp

Gly

Glu

260

Val

Phe

Leu

Gly

Asn
340

Val

Cys

Thr

165

Thr

Arg

Val

Ile

Ser

245

Leu

Ser

Asn

Ala

Met
325

Arg

Arg

150

Cys

Gly

Leu

Arg

Asn

230

Asp

Met

Phe

Cys

Gly

310

Ala

Val

135

Phe

Ala

His

Phe

Glu

215

Ala

Asp

Thr

Ser

Asn

295

His

Val
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120

Ser

Leu

Leu

Thr

Val

200

Gly

Ile

Ala

Tyr

Lys

280

Val

Asp

Ala

Arg

Asp

Trp

Gly

185

Ser

Met

Cys

Thr

Ser

265

Ser

Trp

Asn

Thr

Glu

Asp

Asp

170

Asp

Gly

Cys

Phe

Cys

250

His

Gly

Asp

Arg

Gly
330

116

Leu

Asn

155

Ile

Val

Ala

Arg

Phe

235

Arg

Asp

Arg

Ala

Vval

315

Ser

Ala

140

Gln

Glu

Met

Cys

Gln

220

Pro

Leu

Asn

Leu

Leu

300

Ser

Trp

125

Gly

Ile

Thr

Ser

Asp

205

Thr

Asn

Phe

Ile

Leu

285

Lys

Cys

Asp

His

Val

Gly

Leu

190

Ala

Phe

Gly

Asp

Ile

270

Leu

Ala

Leu

Ser

Thr

Thr

Gln

175

Ser

Ser

Thr

Asn

Leu

255

Cys

Ala

Asp

Gly

Phe
335

Gly

Ser

160

Gln

Leu

Ala

Gly

Ala

240

Arg

Gly

Gly

Arg

Val

320

Leu
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<213> Bos taurus
<400> 66

Met Ala Ser Asn
1

Glu Gln Leu Lys
20

Ala Ala Ala Asp
35

Pro Leu Leu Thr
50

Lys Phe Phe Cys
65

<210> 67

<211> 71

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 67

Met Ala Ser Asn
1

Glu Gln Leu Lys
20

Ala Ala Ala Asp
35

Pro Leu Leu Thr
50

Lys Phe Phe Cys
65

<210> 68

<211>71

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68

Asn

Met

Leu

Pro

Ala

Asn

Met

Leu

Pro

Ala

Thr

Glu

Met

Val

Ile
70

Thr

Glu

Met

Val

Ile
70

Ala

Ala

Ala

Pro

55

Leu

Ala

Ala

Ala

Pro

55

Leu
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Ser

Asn

Tyr

40

Ala

Ser

Asn

Tyr

40

Ala

Ile

Ile

25

Cys

Ser

Ile

Ile

25

Cys

Ser

Ala

10

Asp

Glu

Glu

Ala

10

Asp

Glu

Glu

117

Gln

Arg

Ala

Asn

Gln

Arg

Ala

Asn

Ala

Ile

His

Pro
60

Ala

Ile

His

Pro
60

Arg

Lys

Ala

45

Phe

Arg

Lys

Ala

45

Phe

Lys

Val

30

Lys

Arg

Lys

val

30

Lys

Arg

Leu

15

Ser

Glu

Glu

Leu

15

Ser

Glu

Glu

Val

Lys

Asp

Lys

Val

Lys

Asp

Lys
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Met Ala Ser Asn Asn Thr Ala Ser Ile Ala Gln Ala Arg Lys Leu Val
1 5 10 15
Glu Gln Leu Lys Met Glu Ala Asn Ile Asp Arg Ile Lys Val Ser Lys
20 25 30
Ala Ala Ala Asp Leu Met Ala Tyr Cys Glu Ala His Ala Lys Glu Asp
35 40 45
Pro Leu Leu Thr Pro Val Pro Ala Ser Glu Asn Pro Phe Arg Glu Lys
50 55 60
Lys Phe Phe Cys Ala Ile Leu
65 70
<210> 69
<211> 514
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Constructo de fusion T4L-Beta2AR

<400> 69

118



Asp

Ile

Lys

Lys

Gly

Phe

Lys

Leu

Thr

Val

145

Lys

Ala

Tyr

Phe

Asp

Ser

50

Arg

Asn

Leu

Ile

Asn

130

Asn

Arg

Asp

Lys

Glu

Thr

35

Pro

Asn

Gln

Lys

Asn

115

Ser

Leu

Val

Glu

Asp

Met

20

Glu

Ser

Thr

Asp

Pro

100

Met

Leu

Ala

Ile

Val

Asp

Leu

Gly

Leu

Asn

Val

85

Val

Val

Arg

Lys

Thr

165

Trp

Asp

Arg

Tyr

Asn

Gly

70

Asp

Tyr

Phe

Met

Ser

150

Thr

Val

Asp

Ile

Tyr

Ala

55

Val

Ala

Asp

Gln

Leu

135

Arg

Phe

Val
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Ala

Asp

Thr

40

Ala

Ile

Ala

Ser

Met

120

Gln

Trp

Arg

Gly

Glu

Glu

25

Ile

Lys

Thr

Val

Leu

105

Gly

Gln

Tyr

Thr

Met

Asn

10

Gly

Gly

Ser

Lys

Arg

Asp

Glu

Lys

Asn

Gly

170

Gly

119

Leu

Leu

Ile

Glu

Asp

75

Gly

Ala

Thr

Arg

Gln

155

Thr

Ile

Tyr

Arg

Gly

Leu

60

Glu

Ile

Val

Gly

Trp

140

Thr

Trp

Val

Phe

Leu

His

45

Asp

Ala

Leu

Arg

Val

125

Asp

Pro

Asp

Met

Gln

Lys

30

Leu

Lys

Glu

Arg

Arg

110

Ala

Glu

Asn

Ala

Ser

Gly

15

Ile

Leu

Ala

Lys

Asn

95

Ala

Gly

Ala

Arg

Tyr

175

Leu

Asn

Tyr

Thr

Ile

Leu

80

Ala

Ala

Phe

Ala

Ala

160

Ala

Ile



val

Lys

Ala

225

Ala

Phe

Leu

Lys

Met

305

His

Glu

Ser

Ser

Ser

385

Gly

Glu

Leu

Leu

Phe

210

Cys

His

Trp

Cys

Tyr

290

val

Trp

Thr

Ile

Arg

370

Glu

Arg

His

Cys

Ala

195

Glu

Ala

Ile

Thr

val

275

Gln

Trp

Tyr

Cys

Vval

355

val

Gly

Thr

Lys

Trp
435

180

Ile

Arg

Asp

Leu

Ser

260

Ile

Ser

Ile

Arg

Cys

340

Ser

Phe

Arg

Gly

Ala

420

Leu

val

Leu

Leu

Thr

245

Ile

Ala

Leu

val

Ala

325

Asp

Phe

Gln

Phe

His

405

Leu

Pro

Phe

Gln

val

230

Lys

Asp

val

Leu

Ser

310

Thr

Phe

Tyr

Glu

His

390

Gly

Lys

Phe

Gly

Thr

215

Met

Thr

Val

Asp

Thr

295

Gly

His

Phe

Val

Ala

375

Val

Leu

Thr

Phe

Asn

200

Val

Gly

Trp

Leu

Arg

280

Lys

Leu

Gln

Thr

Pro

360

Lys

Gln

Arg

Leu

Ile
440
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185

val

Thr

Leu

Thr

Cys

265

Tyr

Asn

Thr

Glu

Asn

345

Leu

Arg

Asn

Arg

Gly

425

Val

Leu

Asn

Ala

Phe

250

Val

Phe

Lys

Ser

Ala

330

Gln

Val

Gln

Leu

Ser

410

Ile

Asn

val

Tyr

val

235

Gly

Thr

Ala

Ala

Phe

315

Ile

Ala

Ile

Leu

Ser

395

Ser

Ile

Ile

120

Ile

Phe

220

val

Asn

Ala

Ile

Arg

300

Leu

Asn

Tyr

Met

Gln

380

Gln

Lys

Met

Val

Thr

205

Ile

Pro

Phe

Ser

Thr

285

Val

Pro

Cys

Ala

Val

365

Lys

Val

Phe

Gly

His
445

190

Ala

Thr

Phe

Trp

Ile

270

Ser

Ile

Ile

Tyr

Ile

350

Phe

Ile

Glu

Cys

Thr

430

val

Ile

Ser

Gly

Cys

255

Glu

Pro

Ile

Gln

Ala

335

Ala

Val

Asp

Gln

Leu

415

Phe

Ile

Ala

Leu

Ala

240

Glu

Thr

Phe

Leu

Met

320

Glu

Ser

Tyr

Lys

Asp

400

Lys

Thr

Gln
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Asp Asn Leu Ile Arg Lys Glu Val
450 455

Tyr Val Asn Ser Gly Phe Asn Pro
465 470

Phe Arg Ile Ala Phe Gln Glu Leu
485

Lys Ala Tyr Gly Asn Gly Tyr Ser
500

Ser Gly

<210> 70

<211>8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Epitopo M1 Flag
<400> 70

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Ala
1 5

<210> 71
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Secuencia de reconocimiento de TEV proteasa

<400> 71

Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly
1 5

<210> 72

<211> 413

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72

Tyr

Leu

Leu

Ser
505

Ile Leu

Ile Tyr
475

Cys Leu
490

Asn Gly

Leu Asn Trp
460

Cys Arg Ser

Arg Arg Ser

Asn Thr Gly
510

Ile Gly

Pro Asp
480

Ser Leu
495

Glu Gln

Met Gly Gln Pro Gly Asn Gly Ser Ala Phe Leu Leu Ala Pro Asn Gly

1 5

10

15

Ser His Ala Pro Asp His Asp Val Thr Gln Glu Arg Asp Glu Val Trp

20

25

121

30



Vval

Phe

Gln

65

val

Lys

Asp

Val

Leu

145

Ser

Thr

Phe

Tyr

Glu

225

His

Gly

Lys

Phe

Val

Gly

Thr

Met

Met

Vval

Asp

130

Thr

Gly

His

Phe

Val

210

Ala

val

Leu

Thr

Phe

Gly

35

Asn

val

Gly

Trp

Leu

115

Arg

Lys

Leu

Gln

Thr

195

Pro

Lys

Gln

Arg

Leu

275

Ile

Met

Val

Thr

Leu

Thr

100

Cys

Tyr

Asn

Thr

Glu

180

Asn

Leu

Arg

Asn

Arg

260

Gly

Val

Gly

Leu

Asn

Ala

85

Phe

val

Phe

Lys

Ser

165

Ala

Gln

Val

Gln

Leu

245

Ser

Ile

Asn

Ile

Val

Tyr

70

val

Gly

Thr

Ala

Ala

150

Phe

Ile

Ala

Ile

Leu

230

Ser

Ser

Ile

Ile

Val

Ile

55

Phe

val

Asn

Ala

Ile

135

Arg

Leu

Asn

Tyr

Met

215

Gln

Gln

Lys

Met

Val

Met

40

Thr

Ile

Pro

Phe

Ser

120

Thr

Val

Pro

Cys

Ala

200

val

Lys

Val

Phe

Gly

280

His

ES 2662372713

Ser

Ala

Thr

Phe

Trp

105

Ile

Ser

Ile

Ile

Tyr

185

Ile

Phe

Ile

Glu

Cys

265

Thr

Val

Leu

Ile

Ser

Gly

Cys

Glu

Pro

Ile

Gln

170

Ala

Ala

Vval

Asp

Gln

250

Leu

Phe

Ile

Ile

Ala

Leu

75

Ala

Glu

Thr

Phe

Leu

155

Met

Asn

Ser

Tyr

Lys

235

Asp

Lys

Thr

Gln

122

val

Lys

60

Ala

Ala

Phe

Leu

Lys

140

Met

His

Glu

Ser

Ser

220

Ser

Gly

Glu

Leu

Asp

Leu

45

Phe

Cys

His

Trp

Cys

125

Tyr

Val

Trp

Thr

Ile

205

Arg

Glu

Arg

His

Cys

285

Asn

Ala

Glu

Ala

Ile

Thr

110

val

Gln

Trp

Tyr

Cys

190

Vval

Val

Gly

Thr

Lys

270

Trp

Leu

Ile

Arg

Asp

Leu

Ser

Ile

Ser

Ile

Arg

175

Cys

Ser

Phe

Arg

Gly

255

Ala

Leu

Ile

val

Leu

Leu

80

Met

Ile

Ala

Leu

Val

160

Ala

Asp

Phe

Gln

Phe

240

His

Leu

Pro

Arg



Lys

305

Phe

Gln

Gly

Glu

Glu

385

Ser

290

Glu

Asn

Glu

Tyr

Gln

370

Asp

Gln

<210> 73

<211> 539

<212> PRT

Val

Pro

Leu

Ser

355

Glu

Phe

Gly

Tyr

Leu

Leu

340

Ser

Lys

Val

Arg

Ile

Ile

325

Cys

Asn

Glu

Gly

Asn
405

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

310

Tyr

Leu

Gly

Asn

His

390

Cys

295

Leu

Cys

Arg

Asn

Lys

375

Gln

Ser

<223> Constructo T4LV2R N-terminal

<400> 73
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Asn

Arg

Arg

Thr

360

Leu

Gly

Thr

Trp

Ser

Ser

345

Gly

Leu

Thr

Asn

Ile

Pro

330

Ser

Glu

Cys

Val

Asp
410

123

Gly

315

Asp

Leu

Gln

Glu

Pro

395

Ser

300

Tyr

Phe

Lys

Ser

Asp

380

Ser

Leu

Val

Arg

Ala

Gly

365

Leu

Asp

Leu

Asn

Ile

Tyr

350

Tyr

Pro

Asn

Ser

Ala

335

Gly

His

Gly

Ile

Gly

320

Phe

Asn

Val

Thr

Asp
400



Asp

Ala

Gln

Glu

Ile

65

Lys

Tyr

Val

Glu

Gly

50

Gly

Ser

Lys

Pro

Arg

35

Leu

Ile

Glu

Asp

Gly

20

Pro

Arg

Gly

Leu

Asp

His

Leu

Leu

His

Asp
85

Asp

Pro

Asp

Lys

Leu

70

Lys

Asp

Ser

Thr

Ile

55

Leu

Ala
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Ala

Leu

Asn

40

Tyr

Thr

Ile

Gly

Pro

25

Ile

Lys

Lys

Gly

Leu

10

Ser

Phe

Asp

Ser

Arg
90

124

Met

Leu

Glu

Thr

Pro

75

Asn

Ala

Pro

Met

Glu

60

Ser

Thr

Ser

Ser

Leu

45

Gly

Leu

Asn

Thr

Asn

30

Arg

Tyr

Asn

Gly

Thr

15

Ser

Ile

Tyr

Ala

Val
95

Ser

Ser

Asp

Thr

Ala

80

Ile



Thr

Val

Leu

Gly

145

Gln

Tyr

Thr

Leu

Leu

225

Pro

Ala

Phe

Val

Arg

305

Gly

Leu

Gly

Lys

Arg

Asp

130

Glu

Lys

Asn

Gly

Ala

210

val

Ile

Leu

Arg

Gly

290

His

Ala

Leu

Gly

Asp

Gly

115

Ala

Thr

Arg

Gln

Thr

195

Leu

Leu

His

Phe

Gly

275

Met

Arg

His

Ser

Ser

Glu

100

Ile

val

Gly

Trp

Thr

180

Trp

Leu

Ala

val

Gln

260

Pro

Tyr

Ala

Trp

Leu

340

Gly

Ala

Leu

Arg

val

Asp

165

Pro

Asp

Ser

Ala

Phe

245

vVal

Asp

Ala

Ile

Asn

325

Pro

Val

Glu

Arg

Arg

Ala

150

Glu

Asn

Ala

Ile

Leu

230

Ile

Leu

Ala

Ser

Cys

310

Arg

Gln

Thr

Lys

Asn

Ala

135

Gly

Ala

Arg

Tyr

Val

215

Ala

Gly

Pro

Leu

Ser

295

Arg

Pro

Leu

Asp

Leu

Ala

120

Ala

Phe

Ala

Ala

Arg

200

Phe

Arg

His

Gln

Cys

280

Tyr

Pro

vVal

Phe

Cys
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Phe

105

Lys

Leu

Thr

val

Lys

185

Asp

Val

Arg

Leu

Leu

265

Arg

Met

Met

Leu

Ile

345

Trp

Asn

Leu

Ile

Asn

Asn

170

Arg

Pro

Ala

Gly

Cys

250

Ala

Ala

Ile

Leu

Val

330

Phe

Ala

Gln

Lys

Asn

Ser

155

Leu

Val

Leu

Val

Arg

235

Leu

Trp

Val

Leu

Ala

315

Ala

Ala

Cys

125

Asp

Pro

Met

140

Leu

Ala

Ile

Leu

Ala

220

Arg

Ala

Lys

Lys

Ala

300

Tyr

Trp

Gln

Phe

Val

Val

125

val

Arg

Lys

Thr

Ala

205

Leu

Gly

Asp

Ala

Tyr

285

Met

Arg

Ala

Arg

Ala

Asp

110

Tyr

Phe

Met

Ser

Thr

190

Arg

Ser

His

Leu

Thr

270

Leu

Thr

His

Phe

Asn

350

Glu

Ala

Asp

Gln

Leu

Arg

175

Phe

Ala

Asn

Trp

Ala

255

Asp

Gln

Leu

Gly

Ser

335

Val

Pro

Ala

Ser

Met

Gln

160

Trp

Arg

Glu

Gly

Ala

240

val

Arg

Met

Asp

Ser

320

Leu

Glu

Trp



Gly

Pro

385

His

Arg

Ala

Val

Asp

465

Leu

Ser

Gly

Ala

Arg

370

Thr

Ala

Gly

Val

Leu

450

Pro

Ala

Ser

Arg

Ser
530

355

Arg

Leu

Ser

Arg

Ala

435

Cys

Glu

Ser

Ser

Thr

515

Ser

Thr

Gly

Leu

Arg

420

Lys

Trp

Ala

Leu

Val

500

Pro

Ser

Tyr

Ile

Val

405

Thr

Thr

Ala

Pro

Asn

485

Ser

Pro

Leu

Val

Ala

390

Pro

Gly

Val

Pro

Leu

470

Ser

Ser

Ser

Ala

Thr

375

Ala

Gly

Ser

Arg

Phe

455

Glu

Cys

Glu

Leu

Lys
535
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360

Trp

Cys

Pro

Pro

Met

440

Phe

Gly

Thr

Leu

Gly

520

Asp

Ile

Gln

Ser

Gly

425

Thr

Leu

Ala

Asn

Arg

505

Pro

Thr

Ala

Val

Glu

410

Glu

Leu

Val

Pro

Pro

490

Ser

Gln

Ser

126

Leu

Leu

395

Arg

Gly

Val

Gln

Phe

475

Trp

Leu

Asp

Ser

Met

380

Ile

Pro

Ala

Ile

Leu

460

Val

Ile

Leu

Glu

365

Val

Phe

Gly

His

Val

445

Trp

Leu

Tyr

Cys

Ser
525

Phe

Arg

Gly

Val

430

Val

Ala

Leu

Ala

Cys

510

Cys

Val

Glu

Arg

415

Ser

Val

Ala

Met

Ser

495

Ala

Thr

Ala

Ile

400

Arg

Ala

Tyr

Trp

Leu

480

Phe

Arg

Thr
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REIVINDICACIONES

Nanobody (V4H) que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste en 4 regiones de marco (de
FR1 a FR4) y 3 regiones determinantes de complementariedad (de CDR1 a CDR3) segun la féormula
siguiente (1):

FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4 (1),

en el que dicho Nanobody tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de aminoacidos de al menos el 80% con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1, en el que dicho Nanobody se dirige contra y/o se une especificamente a un complejo que
comprende un GPCR y una proteina G, y en el que dicho Nanobody se une especificamente a la proteina G
y no al GPCR en el complejo.

Nanobody segun la reivindicacion 1, que se une con mayor afinidad al complejo en comparacion con la
union a la proteina G heterotrimérica sola.

Nanobody segun la reivindicacion 1, en el que el complejo comprende ademas un ligando de receptor.
Nanobody segun la reivindicacion 3, en el que dicho ligando de receptor es un agonista.

Nanobody segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la proteina G esta en una forma libre de
nucledtido.

Nanobody segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que se une especificamente a un epitopo
conformacional en la superficie de contacto entre la subunidad alfa y la beta de dicha proteina G.

Nanobody segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 que

a) impide o inhibe la disociacion del complejo en presencia de nucledtidos, o
b) impide o inhibe la unién de nucleétidos a la proteina G, o

c) que puede desplazar nucledtidos de la proteina G.

Nanobody segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que dichos nucleétidos son nucleétidos de
guanina, tales como GDP o GTP, o analogos de los mismos, tales como GTPyS.

Nanobody segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el GPCR esta en una conformacion
activa.

Nanobody segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la proteina G se selecciona del grupo
que consiste en Gs, Gi, Go, Gt, Ggust, Gz, Golf, Ggq, G12, G13.

Nanobody segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicho Nanobody esta comprendido en
un polipéptido.

Complejo que comprende un Nanobody segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

Secuencia de acido nucleico que codifica para una secuencia de aminoacidos de un Nanobody segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

Vector recombinante que comprende la secuencia de acido nucleico segun la reivindicacion 13.

Célula que comprende el vector segun la reivindicacion 14 o la secuencia de acido nucleico segun la
reivindicacién 13.

Uso de un Nanobody segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para estabilizar in vitro un complejo
que comprende un GPCR y una proteina G y opcionalmente un ligando de receptor en una conformacion
activa.

Uso segun la reivindicacion 16, para impedir la disociacion del complejo en presencia de nucleétidos, en
particular nucleétidos de guanina o analogos de los mismos, tales como GTPyS.

Uso de un Nanobody segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para cristalizar y/o para resolver la
estructura de un complejo que comprende un GPCR y una proteina G y opcionalmente un ligando de
receptor.

Uso de un Nanobody segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o una célula segun la reivindicacion
15, o una preparacion de membrana de una célula segun la reivindicaciéon 15, para examinar compuestos
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que modulan la actividad de sefalizacion del GPCR.

Método in vitro de captura y/o purificacién de un complejo que comprende un GPCR y una proteina G,
comprendiendo el método las etapas de:

a. proporcionar un Nanobody segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11,y

b. permitir que el Nanobody se una a un complejo que comprende un GPCR y una proteina G vy
opcionalmente un ligando de receptor, y

c. opcionalmente, aislar el complejo formado en la etapa b).
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 3
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Figura 6
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Figura 8
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Figura 9
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Figura10

141



ES 2662372 T3

142



ES 2662372 T3

Figura 12
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20
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