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DESCRIPCION

Dominios de union a proteinas que estabilizan estados conformacionales funcionales de los GPCR y usos de los
mismos

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere al campo de la biologia estructural y la sefializacion de los GPCR. En
particular, la presente invencion se refiere a nanocuerpos que se unen especificamente a un epitopo conformacional
comprendido en un sitio de unién a proteinas G de un estado conformacional activo de un receptor acoplado a
proteinas G (GPCR), donde dicho estado conformacional activo de dicho GPCR se caracteriza por una afinidad
mejorada de dicho GPCR por un agonista. Mas especificamente, la presente invencién proporciona nanocuerpos
gue son capaces de aumentar la estabilidad de un GPCR en su estado conformacional activo. Los nanocuerpos de
la presente invencion se pueden usar como una herramienta para la caracterizacion estructural y funcional de
receptores acoplados a proteinas G unidos a varios ligandos naturales y sintéticos, asi como para esfuerzos de
cribado y descubrimiento de farmacos dirigidos a los GPCR.

ANTECEDENTES

[0002] Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) son la familia més grande de proteinas de membrana en
el genoma humano. Juegan papeles esenciales en las respuestas fisiolégicas a un conjunto diverso de ligandos
tales como aminas biogénicas, aminoacidos, péptidos, proteinas, prostanoides, fosfolipidos, acidos grasos,
nucledsidos, nucleétidos, iones Ca?*, odorantes, estimulantes del gusto amargos y dulces, feromonas y protones
(Heilker et al. 2009). Los GPCR son dianas terapéuticas para una amplia variedad de enfermedades. Los GPCR
se caracterizan por siete dominios de transmembrana con un amino terminal extracelular y un carboxilo terminal
intracelular, y se llaman también receptores siete transmembranarios o heptahelicoidales (Rosenbaum et al. 2009).
La rodopsina, un GPCR que estd muy especializado para la deteccion eficiente de luz, ha sido el paradigma para
la sefializacion y la biologia estructural de los GPCR debido a su estabilidad bioquimica y abundancia natural en la
retina bovina (Hofmann et al. 2009). En cambio, muchos GPCR exhiben un comportamiento funcional complejo
modulando la actividad de multiples isoformas de proteinas G, asi como vias de sefializacion independientes de
proteinas G (por ejemplo, B-arrestina). En algunos casos, un GPCR puede exhibir una actividad basal hacia una
via de sefializacion especifica incluso en ausencia de un ligando. Los ligandos ortoestéricos que actdan sobre un
GPCR pueden tener un espectro de efectos en las vias de sefializacion aguas abajo. Los agonistas completos
activan al maximo el receptor. Los agonistas parciales provocan una estimulacion subméaxima incluso en
concentraciones de saturacion. Los agonistas inversos inhiben la actividad basal, mientras que los antagonistas
neutros no tienen efecto sobre la actividad basal, pero bloquean competitivamente la unién de otros ligandos.

[0003] ElI comportamiento complejo de los GPCR para hormonas y neurotransmisores se puede atribuir a su
plasticidad estructural (Kobilka y Deupi, 2007). La evidencia de estudios funcionales y biofisicos muestra que los
GPCR pueden existir en miltiples estados conformacionales distintos funcionalmente (Kobilka y Deupi 2007).
Aunque esta plasticidad estructural y comportamiento dindmico es esencial para la funcion normal, contribuye a su
inestabilidad bioguimica y dificultad en la obtencion de estructuras cristalinas de alta resolucion. Hasta la fecha, se
han declarado estructuras cristalinas para el B2AR humano (Rasmussen et al. 2007; Rosenbaum et al. 2007;
Cherezov et al. 2007; Hanson et al. 2008), el B1AR aviar (Warne et al. 2008) y el receptor de adenosina A2 humano
(Jaakola et al. 2008). Mientras que la rodopsina se puede cristalizar a partir de proteina no modificada aislada de
tejido nativo, estos otros GPCR requirieron la expresion en sistemas recombinantes, la estabilizacion de un estado
inactivo por un agonista inverso y modificaciones bioquimicas para estabilizar la proteina receptora. La primera
estructura cristalina del B2AR fue estabilizada por un Fab selectivo (Rasmussen et al. 2007). Estructuras posteriores
del B2AR y el receptor de adenosina A2 se obtuvieron con la ayuda de la ingenieria de proteinas: la insercion de
lisozima T4 en el tercer bucle intracelular como se ha descrito originalmente para el B2AR (Rosenbaum et al. 2007).
Finalmente, se cultivaron cristales del B1AR aviar a partir de proteina disefiada con truncamientos amino y carboxilo
terminales y la delecién del tercer bucle intracelular, también 6 sustituciones de aminoacidos que mejoraron la
termoestabilidad de la proteina purificada (Warne et al. 2008).

[0004] La obtencion de estructuras de un estado activo de un GPCR es mas dificil porque este estado es
relativamente inestable. Estudios de la duracion de la fluorescencia muestran que el B2AR es estructuralmente
heterogéneo en presencia de concentraciones de saturacion de un agonista completo (Ghanouni et al. 2001). Esta
heterogeneidad estructural es incompatible con la formacion de cristales. La estabilizacion del estado activo del
B2AR requiere la presencia de su proteina G cognada Gs, la proteina estimuladora para la adenililciclasa (Yao et
al. 2009). Hasta la fecha, la Unica estructura de estado activo de GPCR es la de la opsina, la forma libre de ligando
de la rodopsina (Park et al. 2008). Estos cristales se cultivaron en pH acido (5,5) donde se ha demostrado que la
opsina es similar estructuralmente a la rodopsina activada por luz (metarrodopsina 1l) a pH fisiolégico por
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espectroscopia FTIR. Aunque el B2AR exhibe también una actividad basal mas alta a pH reducido, es
bioquimicamente inestable (Ghanouni et al. 2000).

[0005] La solicitud internacional WO 2004/092199 A2 y la solicitud de EE.UU. US 2007/077597 divulgan péptidos
derivados de los aminoacidos carboxilo terminales de una proteina G nativa o analogos peptidicos de alta afinidad
derivados de los mismos, cuyos péptidos son capaces de unirse especificamente a los GPCR en el sitio donde se
une la proteina G. La solicitud internacional WO 2004/035614 divulga péptidos que se unen especificamente a una
subunidad Ga de una proteina G. Sin embargo, estos péptidos no se unen directamente a un GPCR. La solicitud
internacional WO 2010/043650 describe nanocuerpos contra los GPCR y usos terapéuticos de los mismos, pero no
dice nada de su uso para estabilizar los GPCR en una conformacion activa.

[0006] Desentrafiar las estructuras de diferentes estados conformacionales funcionales de los GPCR en complejo
con varios ligandos y proteinas naturales y sintéticos es valioso tanto para comprender los mecanismos de la
transduccion de sefiales de GPCR como también para esfuerzos de descubrimiento de farmacos basado en la
estructura. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de nuevas herramientas directas para el andlisis estructural de
alta resolucion de conférmeros individuales de los GPCR.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0007] Un primer aspecto de la invencion se refiere a un nanocuerpo que se une especificamente a un epitopo
conformacional comprendido en un sitio de union a proteinas G de un estado conformacional activo de un GPCR,
estabilizando asi el estado conformacional activo del GPCR, donde dicho estado conformacional activo de dicho
GPCR se caracteriza por una afinidad mejorada de dicho GPCR por un agonista; donde dicho nanocuerpo
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:20,
SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26 o SEQ ID NO:29, o una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos un 90% de identidad de aminoacidos con SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:24, SEQ
ID NO:25, SEQ ID NO:26 0 SEQ ID NO:29.

[0008] Segun una forma de realizacién, dicho nanocuerpo es capaz de unirse especificamente a un GPCR unido a
un agonista.

[0009] Segun una forma de realizacién, dicho nanocuerpo es capaz de aumentar la termoestabilidad del estado
conformacional activo del GPCR tras la union.

[0010] Segun una forma de realizacion, dicho GPCR es una proteina de mamiferos o una proteina vegetal o una
proteina microbiana o una proteina virica o una proteina de insecto. Dicha proteina de mamiferos puede ser una
proteina humana. En particular, dicho GPCR se puede elegir del grupo que comprende un GPCR de la familia del
glutamato de los GPCR, un GPCR de la familia de la rodopsina de los GPCR, un GPCR de la familia de adhesién
de los GPCR, un GPCR de la familia Frizzled/Taste2 de los GPCR y un GPCR de la familia de la secretina de los
GPCR. Mas especificamente, dicho GPCR puede ser un receptor adrenérgico, tal como un receptor a adrenérgico
0 un receptor B-adrenérgico, o donde dicho GPCR es un receptor muscarinico, tal como un receptor muscarinico
M1 o un receptor muscarinico M2 o un receptor muscarinico M3 0 un receptor muscarinico M4 o un receptor
muscarinico M5, o donde dicho GPCR es un receptor de angiotensina, tal como un receptor de angiotensina Il de
tipo 1 o un receptor de angiotensina Il de tipo 2.

[0011] Un segundo aspecto de la invencion se refiere a un complejo que comprende (i) un nanocuerpo segun la
invencién, donde dicho nanocuerpo comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26 0 SEQ ID NO:29, o una
secuencia de amino&cidos que tiene al menos un 90% de identidad de aminoacidos con SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:5, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26 0 SEQ ID NO:29, (ii) un GPCR en un estado
conformacional activo y (iii), opcionalmente, un ligando del receptor. Dicho ligando del receptor se puede elegir del
grupo que comprende una molécula pequefia, una proteina, un péptido, un andamio de proteina, un acido nucleico,
un ion, un carbohidrato o un anticuerpo, o cualquier fragmento adecuado derivado. Dicho complejo puede estar en
una forma solubilizada o inmovilizado en un soporte sélido. En formas de realizacién particulares, dicho complejo
es cristalino.

[0012] Un tercer aspecto de la invencion se refiere a una composicion celular que comprende un nanocuerpo segun
la invencion, donde dicho nanocuerpo comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26 o SEQ ID NO:29, o una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90% de identidad de aminoacidos con SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:5, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26 o SEQ ID NO:29 y/o un complejo segun la
invencion. Preferiblemente, el nanocuerpo comprendido en la composicién celular es capaz de estabilizar y/o inducir
un estado conformacional activo de un GPCR tras la unién de dicho nanocuerpo.
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[0013] Un cuarto aspecto de la invencion se refiere al uso de un nanocuerpo segun la invencién o un complejo
segun la invencion o una composicién celular segln la invencién para estabilizar y/o inducir un estado
conformacional activo de un GPCR.

[0014] Segun una forma de realizacion, dicho nanocuerpo o dicho complejo o dicha composicién celular se puede
usar para cristalizar y/o a resolver la estructura de un GPCR en un estado conformacional activo.

[0015] Segun una forma de realizacion adicional, dicho nanocuerpo o dicho complejo o dicha composicion celular
de la invencion se puede usar para atrapar un GPCR en un estado conformacional activo, opcionalmente con un
ligando del receptor o con una o mas proteinas de sefializacién aguas abajo.

[0016] La invencién abarca también un método de atrapamiento de un GPCR en un estado conformacional activo,
donde dicho método comprende los pasos de:

(i) aplicar una solucién que contiene un GPCR en una pluralidad de estados conformacionales a un soporte
sélido que posee un nanocuerpo inmovilizado segun la invencion, donde dicho nanocuerpo comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de entre SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:24,
SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26 0 SEQ ID NO:29, o una secuencia de amino&cidos que tiene al menos un 90%
de identidad de aminoacidos con SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25,
SEQ ID NO:26 0 SEQ ID NO:29 y

(i) formar un complejo del nanocuerpo y el GPCR y

(iii) eliminar las moléculas débilmente unidas o no unidas,

donde el GPCR es atrapado en un estado conformacional activo.

[0017] EI método anterior de atrapamiento de un GPCR en un estado conformacional activo puede comprender
ademés el paso de purificar el complejo.

[0018] Un aspecto adicional de la invencion se refiere al uso de un nanocuerpo segun la invencion para modular la
actividad de sefializacién de GPCR, mas especificamente, para bloquear la sefializacion mediada por proteinas G.

[0019] Otras aplicaciones y usos de los nanocuerpos de la invencién estaran claros para la persona experta a partir
de la divulgacion adicional en la presente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0020]
FIGURA 1. Nanocuerpos especificos de B2AR se unen y estabilizan un estado activo del receptor.

(a) Rastro representativo de una cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) para Nb80. El B2AR
purificado (20 uM) unido a un agonista (B2AR-agonista) se incubé con y sin 40 uM de Nb80 (negro y azul,
respectivamente) durante 2 h a temperatura ambiente antes del andlisis por FPLC. En presencia de
Nb80, el pico de elucion del B2AR-agonista aumenta en la absorbancia UV (280 nm) y eluye en un
volumen anterior que el B2AR-agonista solo, con una reduccién simultanea en el pico de elucién del Nb80
(verde), lo que sugiere la formacion del complejo B2AR-agonista-Nb80. La incubacion de B2AR (20 uM)
unido a un agonista inverso con Nb80 (rojo) resulté en un desplazamiento menor y un aumento menor
en la absorbancia UV en comparacion con el complejo B2AR-agonista-Nb80.

(b) Experimentos de union de competencia de respuesta a la dosis en membranas de células de insecto
Sf9 que expresan B2AR. Siete nanocuerpos que se unen a 32AR por SEC se incubaron individualmente
durante 90 min a temperatura ambiente con membranas que expresan (B2AR. Los siete nanocuerpos
aumentaron la afinidad de B2AR por el (-)-isoproterenol (tabla 3). EI Nb80 (azul) se seleccioné como el
nanocuerpo cabeza de serie. Los datos representan la media + s.e. de dos experimentos independientes
realizados por triplicado.

(c) Un ensayo funcional basado en fluorescencia usando receptor purificado marcado con
monobromobimano (mBBr) muestra que 1 pM de Nb80 (azul) estabiliza un estado mas activo del f2AR
(unido al agonista completo (-)-isoproterenol) en comparacion con el receptor en ausencia de Nb80
(negro). El estado activo se caracteriza por una extincion de la fluorescencia del mBBr y un
desplazamiento hacia el rojo en la fluorescencia del mBBr (Yao et al., 2009).
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FIGURA 2. Transferencias puntuales representativas que muestran la especificidad de los
nanocuerpos por la estructura terciaria del B2AR.

(a) Cantidades iguales de B2AR purificado nativo o desnaturalizado por SDS unido a un agonista (parte
superior y media, respectivamente), o B2AR nativo unido a un agonista inverso (parte inferior) se
transfirieron por triplicado a bandas de nitrocelulosa. Las bandas se bloquearon con leche en polvo sin
grasa al 5% en PBS (pH 7,4) con Tween-20 al 0,05% y luego se incubaron con 1 mg/ml de los
nanocuerpos indicados diluidos en tampo6n de bloqueo. La unién de nanocuerpos fue detectada por un
anticuerpo primario de raton anti-histidina (a-6His), seguido de la incubacién con un anticuerpo
secundario marcado con IR-800 anti-ratén de cabra. El anticuerpo M1, que reconoce el epitopo FLAG
lineal, se marcd con Alexa-688 y detectd directamente el B2AR. Las transferencias puntuales se
escanearon y se obtuvieron iméagenes usando el sistema Odyssey Infrared Imaging System (Li-cor
Biosciences). Las transferencias de detecciébn de nanocuerpos se procesaron por separado de las
transferencias de deteccion de B2AR por M1, ya que se usaron dos canales diferentes (800 nm frente a
700 nm, respectivamente) para la obtencion de iméagenes; por lo tanto, las transferencias no se pueden
comparar y cuantificar directamente (es decir, la comparaciéon de la unidon de nanocuerpos frente a la
union de M1 son solo de naturaleza cualitativa).

(b) Transferencias puntuales representativas que muestran nanocuerpos con una union reducida a f2AR
plegado en su forma nativa.

FIGURA 3. Unién selectiva de nanocuerpos al estado activo del receptor

Se incubd el B2AR purificado (20 uM) unido a un agonista con y sin 40 uM de nanocuerpos (negro y azul,
respectivamente) durante 2 h a temperatura ambiente antes del analisis por cromatografia de exclusién por
tamafo. También se analizaron las muestras de $2AR (20 uM) unido a un agonista inverso en presencia de
nanocuerpos (rojo). En presencia de varios nanocuerpos (Nb72, Nb65, Nb71, Nb69, Nb67 y Nb84), el pico de
elucion del B2AR-agonista aumenta en la absorbancia UV (280 nm) y eluye en un volumen anterior (linea
negra) que el B2AR-agonista solo (azul), con una reduccion simultanea en el pico de elucion del Nb80 (verde),
lo que sugiere la formacion del complejo B2AR-agonista-Nb80. No se observa la formacion de un complejo
agonista inverso de B2AR-Nb80 (linea roja).

FIGURA 4. Unidn selectiva de nanocuerpos al estado activo del receptor

El B2AR purificado (20 pM) unido a un agonista se incubd con y sin 40 uM de nanocuerpos (negro y azul,
respectivamente) durante 2 h a temperatura ambiente antes del andlisis por cromatografia de exclusién por
tamario.

FIGURA 5. Espectros de emision de fluorescencia que muestran cambios conformacionales inducidos
por nanocuerpos del B2AR marcado con monobromobimano

Los nanocuerpos que aumentan la afinidad de unién a un agonista para el 2AR estabilizan un estado activo
del receptor. Un ensayo funcional basado en fluorescencia usando receptor purificado marcado con mono-
bromobimano (mBBr) muestra que 1 pM de los nanocuerpos 65, 67, 69, 71, 72y 84 (rojo) estabilizan un estado
mas activo del B2AR (unido al agonista completo isoproterenol) en comparacion con el receptor en ausencia
de nanocuerpos (negro). Este estado activo se caracteriza por una extincion de la fluorescencia del mBBr y
un desplazamiento hacia el rojo en la fluorescencia del mBBr (Yao et al., 2009).

FIGURA 6. Efecto del Nb80 sobre la estructura y funcién del B2AR

(a) El dibujo ilustra el movimiento de la sonda de bimano sensible al entorno unida a la Cys265627 en el
extremo citopldsmico del TM6 desde un entorno hidrofébico mas oculto hacia una posiciébn mas polar
expuesta al solvente durante la activacion del receptor que resulta en una reduccion en la fluorescencia
observada en la figura 6b-c.

(b)-(c) Espectros de emisién de fluorescencia que muestran cambios conformacionales inducidos por un
ligando del B2AR marcado con monobromobimano reconstituido en particulas de lipoproteina de alta
densidad (mBB-B2AR/HDL) en ausencia (linea continua negra) o presencia del agonista completo
isoproterenol (ISO, linea ancha discontinua verde), el agonista inverso ICI-118,551 (ICl, linea discontinua
negra), el heterotrimero de Gs (linea continua roja), el nanocuerpo-80 (Nb80, lineas continuas azules) y
las combinaciones de Gs con ISO (linea ancha discontinua roja), Nb80 con ISO (linea ancha discontinua
azul) y Nb80 con ICI (linea discontinua azul).

(d)-(f) Curvas de unién de ligando para el ISO en competencia contra el [3H]-dihidroalprenolol ([3H]-DHA)
para d, B2AR/HDL reconstituido con heterotrimero de Gs en ausencia o presencia de GTPyS, e,
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B2AR/HDL en ausencia y presencia de Nb80 y f, B2AR-T4L/HDL en ausencia y presencia de Nb80. Las
barras de error representan errores estandar.

FIGURA 7. Empaquetamiento del complejo agonista-B2AR-T4L-Nb80 en cristales formados en la fase
cUbica lipidica.

Tres vistas diferentes de la estructura del B2AR indicadas en naranja, Nb80 en azul y agonista en verde. La
lisozima T4 (T4L) no se pudo modelar debido a una densidad electrénica pobre. Su posible posicion esta
indicada por el circulo azul claro con lineas discontinuas negras conectadas a los extremos intracelulares del
TM5 y el TM6 donde se fusiona en la construccion B2AR-T4L. Se us6 PyMOL (http://www.pymol.org) para la
preparacion de todas las figuras.

FIGURA 8. Comparacion de las estructuras cristalinas del B2AR estabilizadas por agonista inverso y
agonista-Nb80.

La estructura del B2AR-T4L unido al agonista inverso carazolol (382AR-Cz) se muestra en azul con el carazolol
en amarillo. La estructura del B2AR-T4L unido al agonista y estabilizado por el Nb80 (B2AR-Nb80) se muestra
en naranja con el agonista en verde. Estas dos estructuras se alinearon usando la funcion de alineaciéon Pymol.
(a) Vista lateral de las estructuras superpuestas que muestra cambios estructurales significativos en la parte
intracelular y opuesta a la proteina G de los receptores. (b) Vista lateral después de una rotacién de 90 grados
sobre el eje vertical. (c) Comparacion de los dominios extracelulares de unién a ligandos que muestra cambios
estructurales modestos.

FIGURA 9. Dominio intracelular estabilizado por el Nb80 en comparacion con las estructuras inactivas
del B2AR y la opsina.

(a) Vista lateral del B2AR (naranja) con las CDR del Nb80 en azul claro (CDR1) y azul (CDRS3)
interactuando con el receptor. (b) Vista mas de cerca enfocada en las CDR 1y 3 entrando en el B2AR.
Se muestran cadenas laterales en los TM3, 5, 6 y 7 a menos de 4 A de las CDR. El CDR3 mas grande
penetra 13 A en el receptor. (c) Interaccion del CDR1 y el CDR3 vista desde el lado intracelular. (d) El
B2ARTA4L unido a un agonista y estabilizado por el Nb80 (B2AR-Nb80) esta superpuesto con la estructura
inactiva unida al carazolol del B2AR-T4L (B2AR-Cz). La interaccidn de bloqueo i6nico entre el Asp3.49 y
la Arg3.50 del motivo DRY en el TM3 esta rota en la estructura 32AR-Nb80. El extremo intracelular del
TM6 se mueve hacia el exterior y alejAndose del nicleo del receptor. La flecha indica un cambio de 11,4
A en la distancia entre el carbono a del Glu6.30 en las estructuras del B2AR-Cz y el B2AR-Nb80. Los
extremos intracelulares del TM3 y el TM7 se mueven hacia el niicleo 4 y 2,5 A respectivamente, mientras
que el TM5 se mueve hacia el exterior 6A. (e) La estructura del B2AR-Nb80 superpuesta con la estructura
de la opsina cristalizada con el péptido C-terminal de la Gt (transducina).

FIGURA 10. Dominio intracelular del B2AR estabilizado por el Nb80 en comparacidn con estructuras de
la opsina.

(a) Interacciones entre el B2AR y el Nb80. (b) Interacciones entre la opsina y el péptido carboxilo terminal
de la transducina.

FIGURA 11. Reordenamiento de las interacciones de empaquetamiento de segmentos
transmembranarios tras la uniéon de un agonista

(a) Las interacciones de empaquetamiento que estabilizan el estado inactivo se observan entre la Pro211
en el TM5, la lle121 en el TM3, la Phe282 en el TM6 y la Asn316 en el TM5. (b) El movimiento hacia el
interior del TM5 tras la union de un agonista interrumpe el empaquetamiento de la lle121 y la Pro211,
dando como resultado un reordenamiento de interacciones entre la lle121 y la Phe282. Estos cambios
contribuyen a una rotacién y un movimiento hacia el exterior del TM6 y un movimiento hacia el interior
del TM7.

FIGURA 12. Secuencias de aminoéacidos de los diferentes nanocuerpos dirigidos contra el B2AR. Las
secuencias se han alineado usando herramientas de software estandar. Las CDR se han definido segun la
numeracion IMGT (Lefranc et al., 2003).

FIGURA 13. Efecto del Nb80 sobre la estabilidad térmica del receptor B2AR. Comparacioén de las curvas
de fusion del B2AR unido al agonista (isoproterenol) solubilizado con detergente (DDM) en presencia y
ausencia de Nb80. La temperatura de fusion aparente para el B2AR sin Nb80 es 12,0°C. La temperatura de
fusion aparente para el B2AR con Nb80 es 24°C.
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FIGURA 14. Efecto del Nb80 sobre la agregacion inducida por temperatura del receptor B2AR.

A. Se calent6 B2AR solubilizado con detergente (DDM) durante 10 minutos a 50°C en presencia de Nb80
o0 isoproterenol y la agregacion del receptor se analiz6 por SEC. B. Dependencia de la temperatura del
receptor unido a isoproterenol en ausencia de Nb80.

FIGURA 15. El Nb80 tiene poco efecto sobre la unién del B2AR al agonista inverso ICI-118,551

El B2AR o el B2AR-T4L se reconstituyd en particulas de HDL y se realizaron experimentos de unién de
competencia de agonista en ausencia o presencia de Nb80. Curvas de unién de ligando para el agonista
inverso ICI-118551 en competencia contra el [3H]-dihidroalprenolol ([3H]-DHA) para a, B2AR/HDL en ausencia
y presencia de Nb80, y b, B2AR-T4L/HDL en ausencia y presencia de Nb80.

FIGURA 16. El Nb80 aumenta la afinidad del B2AR por los agonistas, pero no por los antagonistas.

Se realizaron experimentos de unién de ligando competitiva sobre membranas comerciales derivadas de
células de insecto con 32AR en toda su longitud en ausencia o presencia de Nb80. Curvas de desplazamiento
de radioligando dependiente de la dosis en presencia de Nb80 y un nanocuerpo irrelevante (Irr Nb) para dos
agonistas representativos (isoproterenol, procaterol) y dos antagonistas representativos (ICI-118,551 y
carvedilol).

FIGURA 17: Alineamiento de secuencias del B1AR humano y el B2AR humano.
Los aminoéacidos del B2-adrenorreceptor que interactian con el Nb80 en la interfase B2AR-Nb80 estan
subrayados.

FIGURA 18: El Nb80 se une selectivamente a la conformacion activa del receptor B1AR humano
Curvas de union de ligando para agonistas y agonistas inversos en competencia contra el [3H]-
dihidroalprenolol ([?H]-DHA). A) Union del agonista isoproterenol (ISO) al B2AR en presencia y ausencia de
Nb80. B) Unién del agonista inverso ICI-118,551 (ICI) al B2AR en presencia y ausencia de Nb80. C) Unién del
agonista isoproterenol (ISO) al BiAR en presencia y ausencia de Nb80. D) Unién del agonista inverso
CGP20712A (CPG) al B1AR en presencia y ausencia de Nb80.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
DEFINICIONES

[0021] La presente invencion se describird con respecto a formas de realizacion particulares y con referencia a
ciertos dibujos, pero la invencién no esté limitada a los mismos sino solo por las reivindicaciones. Cualquier sefial
de referencia en las reivindicaciones no debe interpretarse como limitante del alcance. Los dibujos descritos son
solo esquematicos y son no limitativos. En los dibujos, el tamafio de algunos de los elementos puede estar
exagerado y no dibujado a escala con fines ilustrativos. Cuando se usa el término "(que) comprende(n)" en la
presente descripcion y reivindicaciones, no excluye otros elementos o pasos. Cuando se usa un articulo definido o
indefinido en referencia a un sustantivo singular, por ejemplo, "una" o "un", "el/la", esto incluye un plural de este
sustantivo a menos que se manifieste especificamente otra cosa. Ademas, los términos primer, segundo, tercer 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 cronoldgico. Debe entenderse que los términos asi usados
son intercambiables bajo circunstancias apropiadas y que las formas de realizacién de la invencién descritas en la
presente son capaces de operar en otras secuencias que se describen o ilustran en la presente.

[0022] A menos que se defina de otro modo en la presente, los términos cientificos y técnicos y las frases usadas
en conexion con la presente invencion deberan tener los significados que se entienden cominmente por aquellas
personas expertas en la materia. Generalmente, las nomenclaturas usadas en conexidn con, y las técnicas de
biologia molecular y celular, la genética y la quimica e hibridacién de proteinas y acidos nucleicos descritas en la
presente son aquellas bien conocidas y cominmente usadas en la técnica. Los métodos y técnicas de la presente
invenciéon se realizan generalmente segln métodos convencionales bien conocidos en la técnica y como se
describe en varias referencias generales y mas especificas que se citan y discuten a lo largo de la presente
especificacién a menos que se indique lo contrario. Véase, por ejemplo, Sambrook et 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, Greene Publishing Associates (1992 y suplementos al 2002).

[0023] El término "dominio de unién a proteinas” se refiere generalmente a cualquier molécula de origen no natural
0 parte de la misma que sea capaz de unirse a una proteina o péptido usando interacciones intermoleculares
especificas. Una variedad de moléculas puede funcionar como dominios de unién a proteinas, incluidas, pero de
forma no limitativa, moléculas proteinicas (proteina, péptido, similar a proteina o que contiene proteina), moléculas
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de acido nucleico (acido nucleico, similar a acidos nucleicos, que contiene acido nucleico) y moléculas de
carbohidrato (carbohidrato, similar a carbohidratos, que contiene carbohidrato). Una descripcion méas detallada se
puede encontrar adicionalmente en la especificacion.

[0024] Como se utiliza en la presente, los términos "polipéptido(s)”, "proteina(s)", "péptido(s)" se utilizan de forma
intercambiable en la presente y se refieren a una forma polimérica de aminoacidos de cualquier longitud, que puede
incluir aminoacidos codificados y no codificados, aminoacidos modificados quimica o bioquimicamente o
derivatizados y polipéptidos con esqueletos peptidicos modificados.

[0025] Como se utiliza en la presente, los términos "complejo multiproteico" o "complejo proteico” o sencillamente
"complejo" se refieren a un grupo de dos o mas cadenas polipeptidicas asociadas. Las proteinas en un complejo
proteico se enlazan mediante interacciones proteina-proteina no covalentes. La "estructura cuaternaria” es la
disposicioén estructural de las proteinas plegadas asociadas en el complejo proteico. Un "complejo multimérico" se
refiere a un complejo proteico tal y como se define en la presente que puede ademas comprender una molécula no
proteinica.

[0026] Como se utiliza en la presente, los términos "molécula de &cido nucleico", "polinucleétido”, "acido
polinucleico”, "acido nucleico" se utilizan de forma intercambiable y se refieren a una forma polimérica de
nucleétidos de cualquier longitud, ya sean desoxirribonucledétidos o ribonucleétidos, o analogos de los mismos. Los
polinucleétidos pueden tener cualquier estructura tridimensional, y pueden realizar cualquier funcion, conocida o
desconocida. Los ejemplos no limitativos de polinucleétidos incluyen un gen, un fragmento de un gen, exones,
intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia, ARN ribosémico, ribozimas, ADNc, polinucleétidos
recombinantes, polinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, regiones de
control, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de &cido nucleico y cebadores. La molécula de acido nucleico
puede ser lineal o circular.

[0027] Como se utiliza en la presente, el término "ligando” o "ligando del receptor” significa una molécula que se
une especificamente a un GPCR, ya sea intracelular o extracelularmente. Un ligando puede ser, sin el fin de ser
limitativo, una proteina, un (poli)péptido, un lipido, una molécula pequefia, un andamio de proteina, un acido
nucleico, un ion, un carbohidrato, un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, tal como un nanocuerpo (todos tal y
como se define en la presente). Un ligando puede ser uno sintético o de origen natural. Un ligando incluye también
un "ligando nativo" que es un ligando que es un ligando natural endégeno para un GPCR nativo. Un "modulador"
es un ligando que aumenta o reduce la actividad de sefializacion de un GPCR (es decir, a través de una respuesta
intracelular) cuando esté en contacto con, por ejemplo, se une a, un GPCR que esta expresado en una célula. Este
término incluye agonistas, agonistas completos, agonistas parciales, agonistas inversos y antagonistas, de los
cuales se puede encontrar una descripcion méas detallada mas adelante en la especificacion.

[0028] El término "conformacién” o "estado conformacional" de una proteina se refiere generalmente al rango de
estructuras que una proteina puede adoptar en cualquier instante de tiempo. Una persona experta en la materia
reconocera que los determinantes de la conformacion o estado conformacional incluyen la estructura primaria de
una proteina tal y como se refleja en la secuencia de aminoacidos de una proteina (incluidos los aminoacidos
modificados) y el entorno que rodea a la proteina. La conformacién o estado conformacional de una proteina
también se refiere a caracteristicas estructurales tales como estructuras secundarias proteicas (por ejemplo, hélice
a, lamina B, entre otras), la estructura terciaria (por ejemplo, el plegamiento tridimensional de una cadena
polipeptidica) y la estructura cuaternaria (por ejemplo, las interacciones de una cadena polipeptidica con otras
subunidades proteicas). Las modificaciones postraduccionales y de otro tipo de una cadena polipeptidica tales
como la unién de ligando, la fosforilacién, la sulfacién, la glicosilacién o las uniones de grupos hidrofébicos, entre
otras, pueden influir la conformacién de una proteina. Ademas, los factores ambientales, tales como el pH, la
concentracion de sal, la fuerza idnica y la osmolalidad de la solucién circundante, y la interaccion con otras proteinas
y cofactores, entre otros, pueden afectar a la conformacion proteica. El estado conformacional de una proteina se
puede determinar o por ensayo funcional para la actividad o la unién a otra molécula o por medio de métodos fisicos
tales como la cristalografia de rayos X, la RMN o el marcaje de espin, entre otros métodos. Para una discusién
general de la conformacion y estados conformacionales proteicos, refiérase 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. Un "estado
conformacional especifico” es cualquier subconjunto del rango de conformaciones o estados conformacionales que
puede adoptar una proteina.

[0029] Una "conformacién funcional" o un "estado conformacional funcional", como se utiliza en la presente, se
refiere al hecho de que las proteinas poseen diferentes estados conformacionales con un rango dinamico de
actividad, en particular que varia desde ninguna actividad hasta actividad maxima. Debe quedar claro que "un
estado conformacional funcional" pretende cubrir cualquier estado conformacional de un GPCR, con cualquier
actividad, incluida ninguna actividad; y no pretende cubrir los estados desnaturalizados de las proteinas.
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[0030] Como se utiliza en la presente, los términos "regién determinante de la complementariedad" o "CDR" en el
contexto de los anticuerpos se refieren a regiones variables de cadenas o H (pesadas) o L (ligeras) (también
abreviadas como VH y VL, respectivamente) y contiene las secuencias de aminoacidos capaces de unirse
especificamente a dianas antigénicas. Estas regiones CDR explican la especificidad basica del anticuerpo por una
estructura determinante antigénica particular. Tales regiones se conocen también como "regiones hipervariables".
Las CDR representan extensiones no contiguas de aminoacidos en las regiones variables, pero se ha descubierto
que, independientemente de las especies, las ubicaciones posicionales de estas secuencias de aminoacidos
criticas en las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras tienen ubicaciones similares en las secuencias
de aminoacidos de las cadenas variables. Las cadenas variables pesadas y ligeras de todos los anticuerpos
canonicos tiene cada una 3 regiones CDR, cada una no contigua a las otras (denominadas L1, L2, L3, H1, H2, H3)
para las cadenas ligera (L) y pesada (H) respectivas. Los nanocuerpos, en patrticular, comprenden generalmente
una Unica cadena de aminoacidos que se puede considerar que comprende 4 "secuencias o regiones marco" o FR
y 3 "regiones determinantes de la complementariedad" o CDR. Los nanocuerpos tienen 3 regiones CDR, cada una
no contigua a las otras (denominadas CDR1, CDR2, CDR3). La delineacion de las secuencias FR y CDR se basa
en el sistema de numeracién Unica IMGT para los dominios V y los dominios de tipo V (Lefranc et al. 2003).

[0031] Un "epitopo”, como se utiliza en la presente, se refiere a un determinante antigénico de un polipéptido. Un
epitopo podria comprender 3 aminoacidos en una conformaciéon espacial, que es Unica para el epitopo.
Generalmente, un epitopo consiste en al menos 4, 5, 6, 7 tales aminoacidos y, mas normalmente, consiste en al
menos 8, 9, 10 tales aminoacidos. Los métodos de determinacién de la conformacién espacial de los aminoacidos
se conocen en la técnica, e incluyen, por ejemplo, la cristalografia de rayos X y la resonancia magnética nuclear
bidimensional.

[0032] Un "epitopo conformacional”, como se utiliza en la presente, se refiere a un epitopo que comprende
aminoacidos en una conformacion espacial que es Unica para una conformacion tridimensional plegada del
polipéptido. Generalmente, un epitopo conformacional consiste en aminoécidos que son discontinuos en la
secuencia lineal que concurren en la estructura plegada de la proteina. Sin embargo, un epitopo conformacional
también puede consistir en una secuencia lineal de aminoacidos que adopta una conformacion que es Unica para
una conformacion tridimensional plegada del polipéptido (y no presente en un estado desnaturalizado). En
complejos multiproteicos, los epitopos conformacionales consisten en aminoacidos que son discontinuos en las
secuencias lineales de uno o mas polipéptidos que concurren tras el plegamiento de los diferentes polipéptidos
plegados y su asociacién en una estructura cuaternaria Unica. De forma similar, los epitopos conformacionales
también pueden consistir aqui en una secuencia lineal de aminoacidos de uno o més polipéptidos que concurren y
adoptan una conformacién que es Unica para la estructura cuaternaria.

[0033] El término "especificidad”, como se utiliza en la presente, se refiere a la capacidad de un dominio de unién
a proteinas, en particular una inmunoglobulina o un fragmento de una inmunoglobulina, tal como un nanocuerpo,
para unirse preferentemente a un antigeno, frente a un antigeno diferente, y no implica necesariamente una alta
afinidad.

[0034] El término "afinidad", como se utiliza en la presente, se refiere al grado con el que un dominio de unién a
proteinas, en particular una inmunoglobulina, tal como un anticuerpo, o un fragmento de una inmunoglobulina, tal
COMO un nanocuerpo, se une a un antigeno para desplazar el equilibrio del antigeno y el dominio de unién a
proteinas hacia la presencia de un complejo formado por su unién. Asi, por ejemplo, cuando un antigeno y un
(fragmento de) anticuerpo se combinan en una concentracion relativamente igual, un (fragmento de) anticuerpo de
alta afinidad se unira al antigeno disponible para desplazar el equilibrio hacia una alta concentracion del complejo
resultante. La constante de disociacion se usa comunmente para describir la afinidad entre el dominio de unién a
proteinas y la diana antigénica. Tipicamente, la constante de disociacion es inferior a 10> M. Preferiblemente, la
constante de disociacién es inferior a 10® M, mas preferiblemente, inferior a 107 M. Mas preferiblemente, la
constante de disociacion es inferior a 10 M.

[0035] Los términos "se une(n) especificamente" y "unidn especifica", como se utilizan en la presente, generalmente
se refieren a la capacidad de un dominio de unién a proteinas, en particular una inmunoglobulina, tal como un
anticuerpo, o un fragmento de una inmunoglobulina, tal como un nanocuerpo, para unirse preferentemente a un
antigeno particular que esti presente en una mezcla homogénea de diferentes antigenos. En ciertas formas de
realizacién, una interaccion de unidn especifica discriminara entre antigenos deseables e indeseables en una
muestra, en algunas formas de realizacion mas de aproximadamente de 10 a 100 veces o mas (por ejemplo, mas
de aproximadamente 1000 o 10.000 veces). En el contexto del espectro de estados conformacionales de los GPCR,
los términos se refieren particularmente a la capacidad de un dominio de union a proteinas (como se ha definido
en la presente) de reconocer y/o unirse preferentemente a un estado conformacional particular de un GPCR en
comparacion con otro estado conformacional. Por ejemplo, un dominio de unién a proteinas selectiva de estado
activo se unira preferentemente a un GPCR en un estado conformacional activo y no se unira o lo hara en menor
medida a un GPCR en un estado conformacional inactivo, y tendran asi una afinidad mas alta para dicho estado
conformacional activo. Los términos "se unen especificamente”, "se unen selectivamente”, "se unen
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preferentemente" y los equivalentes gramaticales de los mismos, se utilizan de forma intercambiable en la presente.
Los términos "especifico(s) conformacional(es)" o "selectivo(s) conformacional(es)" también se usan de forma
intercambiable en la presente.

[0036] Un "antigeno”, como se utiliza en la presente, significa una molécula capaz de provocar una respuesta
inmunitaria en un animal. En el contexto del espectro de estados conformacionales de un GPCR, dicha molécula
comprende un epitopo conformacional de un GPCR en un estado conformacional particular que no se forma o es
menos accesible en otro estado conformacional de dicho GPCR.

[0037] Una "delecion” se define aqui como un cambio en cualquier secuencia de aminoacidos o nucleétidos donde
uno o mas residuos de aminoacido o nucleodtido, respectivamente, estdn ausentes en comparacién con una
secuencia de aminoacidos o una secuencia de nucleétidos de un polipéptido o un acido nucleico parental. En el
contexto de una proteina, una delecion puede implicar la delecion de aproximadamente 2, aproximadamente 5,
aproximadamente 10, hasta aproximadamente 20, hasta aproximadamente 30 o hasta aproximadamente 50 0 mas
aminoacidos. Una proteina o un fragmento de la misma puede contener mas de una delecion. En el contexto de un
GPCR, una delecion también puede ser una delecion de bucle o una delecidon N- y/o C-terminal.

[0038] Una "insercion” o "adicién" es ese cambio en una secuencia de aminoacidos o nucleétidos que ha resultado
en la adicion de uno o mas residuos de aminoacido o nucleétido, respectivamente, en comparacion con una
secuencia de aminoacidos o una secuencia de nucleétidos de una proteina parental. "Insercion" generalmente se
refiere a la adicion a uno o mas residuos de aminoacidos en una secuencia de aminoacidos de un polipéptido,
mientras que la "adicion" puede ser una insercion o referirse a residuos de aminoacidos afiadidos en un extremo
N- o C-terminal, o ambos extremos. En el contexto de una proteina o un fragmento de la misma, una inserciéon o
adicion es normalmente de aproximadamente 1, aproximadamente 3, aproximadamente 5, aproximadamente 10,
hasta aproximadamente 20, hasta aproximadamente 30 o hasta aproximadamente 50 o0 mas aminoacidos. Una
proteina o fragmento de la misma puede contener més de una insercion.

[0039] Una "sustitucion", como se utiliza en la presente, resulta de la sustitucion de uno o mas aminoacidos o
nucleétidos por aminoacidos o nucledtidos diferentes, respectivamente, en comparaciéon con una secuencia de
aminoéacidos o una secuencia de nucledtidos de una proteina parental o un fragmento de la misma. Se entiende
que una proteina o un fragmento de la misma puede tener sustituciones de aminoacidos conservadoras que no
tienen sustancialmente ningun efecto sobre la actividad de la proteina. Por sustituciones conservadoras se
entienden combinaciones tales como gly, ala; val, ile, leu, met; asp, glu; asn, gin; ser, thr; lys, arg; cys, met; y phe,
tyr, trp.

[0040] "Cristal" o "estructura cristalina", como se utiliza en la presente, se refiere a un material sélido, cuyos atomos,
moléculas o iones constituyentes se disponen en un patrén repetitivo ordenado que se extiende en las tres
dimensiones espaciales. El proceso de formacion de una estructura cristalina a partir de un fluido o de materiales
disueltos en el fluido se conoce a menudo como “cristalizacion" o "cristalogénesis". Los cristales de proteina se
hacen crecer casi siempre en solucion. El método mas comun es reducir la solubilidad de sus moléculas
componentes gradualmente. El crecimiento de cristales en solucion se caracteriza por dos pasos: nucleacion de un
cristalito microscopico (posiblemente con solo 100 moléculas), seguido del crecimiento de este cristalito, idealmente
hasta un cristal de calidad de difracciéon.

[0041] La "cristalografia de rayos X", como se utiliza en la presente, es un método de determinacion de la disposicién
de los atomos en un cristal, donde un rayo de rayos X alcanza un cristal y se difracta en muchas direcciones
especificas. A partir de los angulos e intensidades de estos rayos difractados, un cristalografo puede producir una
imagen tridimensional de la densidad de electrones en el cristal. A partir de esta densidad electrénica, se pueden
determinar las posiciones medias de los atomos en el cristal, asi como sus enlaces quimicos, su desorden y otra
informacién variada.

[0042] El término "coordenadas atémicas”, como se utiliza en la presente, se refiere a un conjunto de coordenadas
tridimensionales para los atomos en una estructura molecular. En una forma de realizacion, las coordenadas
atbmicas se obtienen usando la cristalografia de rayos X segin métodos bien conocidos por las personas expertas
en la técnica biofisica. Descrito brevemente, se pueden obtener patrones de difraccién de rayos X difractando rayos
X desde un cristal. Los datos de difraccion se utilizan para calcular un mapa de densidad electrénica de la célula
unitaria que comprende el cristal; dichos mapas se utilizan para establecer las posiciones de los atomos (es decir,
las coordenadas atomicas) en la célula unitaria. Aquellas personas expertas en la técnica entienden que un conjunto
de coordenadas estructurales determinadas por cristalografia de rayos X contiene errores estandar. En otras formas
de realizacion, se pueden obtener coordenadas atdmicas usando otros métodos de determinacion de la estructura
biofisicos experimentales que pueden incluir los métodos de difraccion electronica (también conocida como
cristalografia electrénica) y de resonancia magnética nuclear (RMN). Todavia en otras formas de realizacién, se
pueden obtener coordenadas atdomicas usando herramientas de modelado molecular que se pueden basar en uno
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0 mas de entre algoritmos de plegamiento de proteinas ab initio, minimizacion de energia y modelado basado en
la homologia. Estas técnicas son bien conocidas por las personas expertas en la materia en las técnicas biofisica
y bioinformatica.

[0043] "Resolucién de la estructura” como se utiliza en la presente se refiere a determinar la disposiciéon de los
atomos o las coordenadas atémicas de una proteina, y se hace a menudo mediante un método biofisico, tal como
la cristalografia de rayos X.

[0044] EI término "compuesto” o "compuesto de prueba" o "compuesto candidato” o "compuesto candidato a
farmaco" como se utiliza en la presente describe cualquier molécula, ya sea de origen natural o sintética, que se
evalGa en un ensayo, tal como un ensayo de cribado o ensayo de descubrimiento de farmacos. Como tal, estos
compuestos comprenden compuestos organicos o inorganicos. Los compuestos incluyen polinucleétidos, lipidos o
andalogos de hormonas o que se caracterizan por pesos moleculares bajos. Otros compuestos de prueba organicos
biopoliméricos incluyen péptidos pequefios o moléculas similares a péptidos (peptidomiméticos) que comprenden
de aproximadamente 2 a aproximadamente 40 aminodacidos y polipéptidos mas grandes que comprenden de
aproximadamente 40 a aproximadamente 500 aminoacidos, tales como anticuerpos, fragmentos de anticuerpos o
conjugados de anticuerpos. Los compuestos de prueba también pueden ser andamios de proteina. Con fines de
alto rendimiento, se pueden usar bibliotecas de compuestos de prueba, tales como bibliotecas combinatorias o
aleatorizadas que proporcionan un rango suficiente de diversidad. Los ejemplos incluyen, pero de forma no
limitativa, 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 expresion en fagos y similares. Se puede encontrar una descripcion mas detallada méas adelante en
la especificacion.

[0045] Como se utiliza en la presente, los términos "determinacion”, "medicién", "valoracién", "monitorizacion" y
"evaluacién" se usan de forma intercambiable e incluyen tanto determinaciones cuantitativas como cualitativas.

[0046] El término "biolégicamente activo”, con respecto a un GPCR, se refiere a un GPCR que tiene una funcién
bioquimica (por ejemplo, una funcién de unién, una funcién de transduccion de sefiales o una capacidad para
cambiar la conformacién como resultado de la unién de un ligando) de un GPCR de origen natural.

[0047] Los términos "cantidad terapéuticamente eficaz", "dosis terapéuticamente efectiva" y "cantidad eficaz", como
se utiliza en la presente, significan la cantidad necesaria para conseguir el resultado o los resultados deseado(s).

[0048] EI término "farmacéuticamente aceptable”, como se utiliza en la presente, significa un material que no es
indeseable biolégicamente o de otro modo, es decir, el material se puede administrar a un individuo junto con el
compuesto sin causar ningun efecto biolégico indeseable o interactuar de una manera perjudicial con cualquiera de
los otros componentes de la composicion farmacéutica en la que esta contenido.

DESCRIPCION DETALLADA

[0049] La informacién estructural sobre los GPCR proporcionara comprensién sobre los cambios estructurales,
funcionales y bioquimicos implicados en la transferencia de sefiales desde el receptor hasta las proteinas de
interaccion intracelulares (proteinas G, B-arrestinas, etc.) y delineara maneras de interferir con estas interacciones
farmacoldgicamente pertinentes. Los esfuerzos para obtener y cristalizar los GPCR son por lo tanto de gran
importancia. Sin embargo, este es un esfuerzo particularmente dificil debido a los desafios bioquimicos en el trabajo
con los GPCR vy la inestabilidad inherente de estos complejos en soluciones detergentes. Ademas, la flexibilidad
conformacional intrinseca de los GPCR complica los andlisis estructurales de alta resoluciéon de los GPCR solos
porque el crecimiento de cristales de calidad de difraccion requiere proteinas conformacionalmente homogéneas
estables (Kobilka et al. 2007). La presente descripcion se refiere a nuevas herramientas experimentales y analiticas
para capturar o "congelar" estados conformacionales funcionales de un GPCR de interés, en particular su estado
conformacional activo, que permitan el analisis estructural y funcional del GPCR, incluido el andlisis estructural de
alta resolucion y muchas aplicaciones derivadas del mismo.

[0050] En la presente se describe un dominio de unién a proteinas que es capaz de unirse especificamente a un
estado conformacional funcional de un GPCR.

[0051] El dominio de unién a proteinas puede ser cualquier molécula de origen no natural o parte de la misma (como
se ha definido anteriormente) que sea capaz de unirse especificamente a un estado conformacional funcional de
un GPCR diana. Preferiblemente, los dominios de unién a proteinas descritos en la presente son andamios de
proteina. El término "andamio de proteina" se refiere generalmente a unidades de plegamiento que forman
estructuras, particularmente estructuras de proteinas o péptidos, que comprenden marcos para la unién de otra
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molécula, por ejemplo, una proteina (véase, por ejemplo, Skerra, J. 2000, para una revision). Un dominio de union
a proteinas puede derivar de una molécula de origen natural, por ejemplo, de componentes del sistema inmunitario
innato o adaptativo, o puede disefiarse totalmente de manera artificial. Un dominio de unién a proteinas puede estar
basado en inmunoglobulinas o puede estar basado en dominios presentes en proteinas, incluidos, pero de forma
no limitativa, proteinas microbianas, inhibidores de proteasa, toxinas, fibronectina, lipocalinas, proteinas de
superhélices antiparalelas monocatenarias o proteinas de motivos de repeticion. Los ejemplos de dominios de unién
a proteinas que se conocen en la técnica incluyen, pero de forma no limitativa: anticuerpos, anticuerpos de cadena
pesada (hcAb), anticuerpos de dominio Unico (sdAb), minicuerpos, el dominio variable derivado de anticuerpos de
cadena pesada de camélidos (VHH o nanocuerpos), el dominio variable de los nuevos receptores de antigenos
derivados de anticuerpos de tiburén (VNAR), cuerpos alfa, proteina A, proteina G, dominios de repeticiéon de
anquirina disefiados (DARPIns), repeticiones de fibronectina de tipo lll, anticalinas, knotinas, dominios CH2
disefiados (nanoanticuerpos), péptidos y proteinas, lipopéptidos (por ejemplo, pepducinas), ADN y ARN (véase, por
ejemplo, Gebauer y Skerra, 2009; Skerra, 2000; Starovasnik et al., 1997; Binz et al., 2004; Koide et al., 1998;
Dimitrov, 2009; Nygren et al. 2008; W02010066740). Frecuentemente, cuando se genera un tipo particular de
dominio de unién a proteinas usando métodos de seleccion, se utilizan bibliotecas combinatorias que comprenden
una secuencia de consenso 0 marco que contiene residuos de interaccion potencial aleatorizados para cribar la
unién a una molécula de interés, tal como una proteina.

[0052] Los "receptores acoplados a proteinas G" o "GPCR", como se utiliza en la presente, son polipéptidos que
comparten un motivo estructural comun, con siete regiones de entre 22 a 24 aminoacidos hidrofébicos que forman
siete hélices alfa, cada una de las cuales abarca la membrana. Cada extension esté identificada por un nimero, es
decir, transmembrana-1 (TM1), transmembrana-2 (TM2), etc. Las hélices transmembranarias estan unidas por
regiones de aminoacidos entre transmembrana-2 y transmembrana-3, transmembrana-4 y transmembrana-5, y
transmembrana-6 y transmembrana-7 en el lado exterior, 0 "extracelular", de la membrana celular, conocidas como
regiones "extracelulares" 1, 2 y 3 (EC1, EC2 y EC3), respectivamente. Las hélices transmembranarias también
estan unidas por regiones de aminoacidos entre transmembrana-1 y transmembrana-2, transmembrana-3 y
transmembrana-4, y transmembrana-5 y transmembrana-6 en el lado interior, o "intracelular", de la membrana
celular, conocidas como regiones "intracelulares" 1, 2 y 3 (IC1, IC2 e IC3), respectivamente. El extremo "carboxilo”
("C") del receptor se extiende en el espacio intracelular en la célula, y el extremo "amino" ("N") del receptor se
extiende en el espacio extracelular en el exterior de la célula. Cualquiera de estas regiones es identificable
facilmente por analisis de la secuencia de aminoacidos primaria de un GPCR.

[0053] La estructura y la clasificacién de los GPCR son generalmente bien conocidas en la técnica y se puede
encontrar una discusién adicional de los GPCR en Probst et al. 1992; Marchese et al. 1994; Lagerstrom y Schi6th,
2008; Rosenbaum et al. 2009; y los siguientes libros: Jurgen Wess (Ed) Structure-Function Analysis of G Protein-
Coupled Receptors publicado por Wiley-Liss (12 edicion; 15 de octubre de 1999); Kevin R. Lynch (Ed) Identification
and 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).

[0054] Los GPCR se pueden agrupar en funcién de la homologia de secuencias en varias familias distintas. Aunque
todos los GPCR tienen una arquitectura similar de siete a-hélices que abarcan la membrana, las diferentes familias
dentro de esta clase de receptores no muestran ninguna homologia de secuencia entre si, sugiriendo asi que la
similitud de su estructura de dominio transmembranario puede definir requisitos funcionales comunes. Una visién
exhaustiva del repertorio de GPCR fue posible cuando se volvié disponible el anteproyecto del genoma humano.
Fredriksson y sus compafieros dividieron 802 GPCR humanos en familias en funcion de criterios filogenéticos. Esto
mostré que la mayor parte de los GPCR humanos se pueden encontrar en cinco familias principales, denominadas
glutamato, rodopsina, adhesion, Frizzled/Taste2 y secretina (Fredriksson et al., 2003).

[0055] El dominio de unién a proteinas se dirige preferiblemente contra o es capaz de unirse especificamente a un
estado conformacional funcional de un GPCR, donde dicho GPCR se elige del grupo que comprende un GPCR de
la familia de los GPCR de glutamato, un GPCR de la familia de los GPCR de rodopsina, un GPCR de la familia de
los GPCR de adhesion, un GPCR de la familia Frizzled/Taste2 de los GPCR y un GPCR de la familia de los GPCR
de secretina. Preferiblemente, el GPCR es una proteina de mamiferos o una proteina vegetal o una proteina
microbiana o una proteina virica o una proteina de insecto. Ain més preferiblemente, el GPCR es una proteina
humana.

[0056] Los miembros de la familia de rodopsina (correspondientes a la clase A (Kolakowski, 1994) o la clase 1
(Foord et al (2005) en los sistemas de clasificacion méas antiguos) solo tienen bucles extracelulares pequefios y la
interaccion de los ligandos ocurre con residuos en la hendedura transmembranaria. Este es de lejos el grupo mas
grande (>90% de los GPCR) y contiene receptores para odorantes, moléculas pequefias tales como catecolaminas
y aminas, (neuro)péptidos y hormonas glicoproteicas. La rodopsina, un representante de esta familia, es el primer
GPCR para el que se ha resuelto la estructura (Palczewski et al., 2000). El B2AR, el primer receptor que interactia
con un ligando difusible para el que se ha resuelto la estructura (Rosenbaum et al, 2007) también pertenece a esta
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familia. A partir de analisis filogenéticos, los receptores GPCR de clase B o clase 2 (Foord et al, 2005) se han
subdividido recientemente en dos familias: adhesién y secretina (Fredriksson et al., 2003). Los receptores de
adhesion y secretina se caracterizan por un dominio extracelular aminoterminal relativamente largo implicado en la
unién de ligando. Poco se conoce acerca de la orientacion de los dominios transmembranarios, pero es
probablemente bastante diferente de la de la rodopsina. Los ligandos para estos GPCR son hormonas, tales como
el glucagon, la secretina, la hormona de liberacién de gonadotropina y la hormona paratiroidea. Los receptores de
la familia de glutamato (receptores de clase C o clase 3) también tienen un dominio extracelular grande, que
funciona como una "Venus atrapamoscas", ya que puede abrirse y cerrarse con el agonista unido en el interior.
Miembros de la familia son el glutamato metabotrépico, los receptores sensores de Ca?* y los de acido y-
aminobutirico (GABA)-B.

[0057] Los GPCR incluyen, sin limitacién, receptores olfativos de serotonina, receptores de hormonas
glicoproteicas, receptores de quimiocinas, receptores de adenosina, receptores de aminas biogénicas, receptores
de melanocortina, receptores de neuropéptidos, receptores quimiotacticos, receptores de somatostatina, receptores
opioides, receptores de melatonina, receptores de calcitonina, receptores PTH/PTHrP, receptores de glucagon,
receptores de secretina, receptores de latrotoxina, receptores de glutamato metabotropico, receptores de calcio,
receptores GABA-B, receptores de feromonas, los receptores activados por proteasa, las rodopsinas y otros
receptores de siete segmentos transmembranarios acoplados a proteinas G. Los GPCR incluyen también estos
receptores GPCR asociados entre si como dimeros homoméricos o heteroméricos o como oligbmeros de orden
superior. Las secuencias de aminoacidos (y las secuencias de nucledtidos de los ADNc que las codifican) de los
GPCR estan facilmente disponibles, por ejemplo, por referencia a GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez).

[0058] ElI GPCR se puede elegir del grupo que comprende los receptores adrenérgicos, preferiblemente los
receptores a adrenérgicos, tales como los receptores al adrenérgicos y los receptores a2 adrenérgicos, y los
receptores B adrenérgicos, tales como los receptores Bl adrenérgicos, los receptores B2 adrenérgicos y los
receptores (33 adrenérgicos; o del grupo que comprende los receptores muscarinicos, preferiblemente los
receptores muscarinicos M1, los receptores muscarinicos M2, los receptores muscarinicos M3, los receptores
muscarinicos M4 y los receptores muscarinicos M5; o del grupo de los receptores de angiotensina, preferiblemente
el receptor de la angiotensina Il de tipo 1, el receptor de la angiotensina Il de tipo 2 y otros receptores de la
angiotensina |l atipicos; todos los cuales se conocen en la técnica.

[0059] Un GPCR, como se utiliza en la presente, puede ser cualquier polipéptido de origen natural o de origen no
natural (es decir, alterado por el ser humano). El término "de origen natural" en referencia a un GPCR significa un
GPCR que se produce naturalmente (por ejemplo y sin limitacién, por un mamifero, mas especificamente por un
humano, o por un virus, o por una planta, o por un insecto, entre otros). Tales GPCR se encuentran en la naturaleza.
El término "de origen no natural” en referencia a un GPCR significa un GPCR que no es natural. Los GPCR de tipo
salvaje que se han hecho constitutivamente activos a través de la mutacion y variantes de GPCR naturales son
ejemplos de GPCR de origen no natural. Un GPCR de origen no natural puede tener una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 80% idéntica a, al menos un 90% idéntica a, al menos un 95% idéntica a o al un menos 99%
idéntica a un GPCR natural. Tomando el receptor $2-adrenérgico como un ejemplo no limitativo particular de un
GPCR dentro del alcance de la presente invencién, deberia quedar claro a partir de lo anterior que, ademas del
receptor B2 adrenérgico humano (por ejemplo, la secuencia descrita por el nimero de registro de Genbank
NP_000015), también puede emplearse el receptor 32 adrenérgico de ratén (por ejemplo, como se describe por el
n.° de registro de Genbank NM 007420) u otro receptor 32 adrenérgico de mamifero. Ademas, el término se destina
a abarcar variantes polimorficas de tipo salvaje y ciertas otras variantes activas del receptor 32 adrenérgico de una
especie particular. Por ejemplo, un "receptor B2 adrenérgico humano" tiene una secuencia de aminoacidos que es
al menos un 95% idéntica a (por ejemplo, al menos un 95% o al menos un 98% idéntica a) el "B2 adrenorreceptor
humano" de origen natural con el nimero de registro de Genbank NP_000015. Ademas, se apreciara que la
presente invencion prevé también GPCR con una delecion de bucle, o una delecién N- y/o C-terminal, o una
sustituciéon, o una insercién o adiciéon en relacidon con su secuencia de aminoacidos o nucleétidos, o cualquier
combinacién de los mismos (como se ha definido anteriormente, y véase también la seccion de Ejemplos). Se
espera ademds que los dominios de unién a proteinas descritos en la presente seran generalmente capaces de
unirse a todos los analogos de origen natural o sintéticos, variantes, mutantes, alelos de dicho GPCR.

[0060] Se pueden usar varios métodos para determinar la unién especifica entre el dominio de unién a proteinas y
un GPCR diana, incluidos, por ejemplo, ensayos de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA), ensayos de resonancia
de plasmén de superficie, expresion en fagos y similares, que son practica comudn en la técnica, por ejemplo,
discutido en Sambrook et al. (2001), Molecular Cloning, A Laboratory Manual. Tercera edicion. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. Se apreciara que, para este fin, a menudo se usara un Gnico marcador
0 etiqueta, tal como un marcador peptidico, un marcador de acido nucleico, un marcador quimico, un marcador
fluorescente o un marcador de radiofrecuencia, como se describe mas adelante en la presente.

[0061] Debe quedar claro que los GPCR son proteinas de membrana conformacionalmente complejas que exhiben
un comportamiento funcional de espectro en respuesta a ligandos naturales y sintéticos. La definicion de la via
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desde la unién de un agonista hasta la activacion de la proteina requerira una combinacion de estructuras cristalinas
de diferentes estados conformacionales del receptor bajo investigacién en complejo con varios ligandos naturales
o sintéticos (incluidas estructuras de estados activos unidos a un agonista y complejos GPCR-proteina G), que
proporcionaran instantaneas a lo largo de la via de activacion.

[0062] Asi, el dominio de unién a proteinas descrito en la presente es preferiblemente capaz de estabilizar, o de
otro modo, aumentar la estabilidad de un estado conformacional funcional particular de un GPCR. Preferiblemente,
el dominio de unién a proteinas es capaz de inducir la formacion de un estado conformacional funcional en un
GPCR tras la unién a dicho GPCR. Dicho estado de conformacién 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 a proteinas es capaz de estabilizar un GPCR en su estado conformacional activo y/o es capaz de
forzar al GPCR a adoptar su estado conformacional activo tras la union.

[0063] La expresion "inducir" o "forzar" o "bloquear" o "atrapar" o "fijar" o "congelar" con respecto a un estado
conformacional funcional de un GPCR (como se define en la presente), como se utiliza en la presente, se refiere a
la retencién o el mantenimiento de un GPCR en un subconjunto de las posibles conformaciones que podria de otro
modo asumir, debido a los efectos de la interaccion del GPCR con el dominio de unién a proteinas descrito en la
presente. Por consiguiente, una proteina que esta "conformacionalmente atrapada" o "conformacionalmente fija" o
"conformacionalmente bloqueada" o "conformacionalmente congelada", como se utiliza en la presente, es una que
se mantiene en un subconjunto de las posibles conformaciones que podria de otro modo asumir, debido a los
efectos de la interaccién del GPCR con el dominio de union a proteinas descrito en la presente. Dentro de este
contexto, un dominio de union a proteinas que se une especifica 0 selectivamente a una conformacion o estado
conformacional especifico de una proteina se refiere a un dominio de unién a proteinas que se une con una afinidad
mas alta a una proteina en un subconjunto de conformaciones o estados conformacionales que a otras
conformaciones o estados conformacionales que la proteina puede asumir. Una persona experta en la materia
reconocera que los dominios de union a proteinas que se unen especifica o selectivamente a una conformacién o
estado conformacional especifico de una proteina estabilizardn esta conformacion o estado conformacional
especifico.

[0064] El término "un estado conformacional funcional”, como se utiliza en la presente, se refiere al hecho de que
las proteinas, en particular las proteinas de membrana tales como los GPCR, poseen muchos estados
conformacionales diferentes que tienen un rango dindmico de actividad, en particular que varia desde ninguna
actividad hasta actividad méaxima (revisado en Kobilka y Deupi, 2007). Debe quedar claro que "un estado
conformacional funcional" no pretende cubrir los estados desnaturalizados de las proteinas. La versatilidad
funcional de los GPCR esta intrinsecamente acoplada a la flexibilidad de estas proteinas, dando como resultado tal
espectro de conformaciones. El panorama energético conformacional esta intrinsecamente acoplado a tales
factores como la presencia de ligandos unidos (moléculas efectoras, agonistas, antagonistas, agonistas inversos...),
el entorno lipidico o la union de proteinas de interaccion. Por ejemplo, un "estado conformacional basal" se puede
definir como un estado de baja energia del receptor en ausencia de un ligando (como se ha definido anteriormente,
por ejemplo, moléculas efectoras, agonistas, antagonistas, agonistas inversos). La probabilidad de que una proteina
experimente una transicion a otro estado conformacional es una funcion 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 unién de ligando se puede usar ya sea para alterar la barrera de energia entre los dos
estados o para cambiar los niveles de energia relativos entre los dos estados, 0 ambos. El cambio de la barrera de
energia tendria un efecto sobre la tasa de transicion entre los dos estados, mientras que el cambio de los niveles
de energia tendria un efecto sobre la distribucion del equilibrio de los receptores en dos estados. La union de un
agonista 0 agonista parcial bajaria la barrera de energia y/o reduciria la energia del estado conformacional mas
activo con respecto al estado conformacional inactivo. Un agonista inverso aumentaria la barrera de energia y/o
reduciria la energia de la "conformacién de estado inactivo" con respecto a la "conformacion activa". El
acoplamiento del receptor a su proteina G podria alterar adicionalmente el panorama energético. Las actividades
de las proteinas de membrana integrales, incluidos los GPCR, se ven afectadas también por las estructuras de las
moléculas lipidicas que las rodean en la membrana. Las proteinas de membrana no son entidades rigidas y se
deforman para asegurar un buen emparejamiento hidrofébico con la bicapa lipidica circundante. Un parametro
importante es el grosor hidrofébico de la bicapa lipidica, definido por las longitudes de las cadenas acilicas grasas
de los lipidos. Ademas, es posible que la estructura de la region del grupo de cabeza de los lipidos sea importante
en la definicion de las estructuras de aquellas partes de una proteina de membrana que se sitian en la regién del
grupo de cabeza de los lipidos. Entre otros lipidos, la palmitoilacién y la unién de colesterol a los GPCR también
pueden jugar un papel estructural dentro de los receptores monoméricos y contribuir a la formacion/estabilizacién
de oligbmeros de receptores (Lee 2004; Chini y Parenti 2009).

[0065] Los "ligandos del receptor”, o sencillamente "ligandos"”, como se ha definido anteriormente, pueden ser
ligandos "ortoestéricos" (tanto naturales como sintéticos), lo que significa que se unen al sitio activo del receptor y
se clasifican ademas segun su eficacia o, en otras palabras, el efecto que tienen en la sefializacion del receptor a
través de una via especifica. Como se utiliza en la presente, un "agonista" se refiere a un ligando que, al unirse a
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un receptor, aumenta la actividad de sefializaciéon del receptor. Los agonistas completos son capaces de una
estimulacion maxima del receptor; los agonistas parciales son incapaces de provocar la actividad completa incluso
en concentraciones de saturacion. Los agonistas parciales pueden funcionar también como "bloqueantes"
previniendo la unién de agonistas mas robustos. Un "antagonista" se refiere a un ligando que se une a un receptor
sin estimular ninguna actividad. Un "antagonista" se conoce también como un "bloqueante" debido a su capacidad
para evitar la unién de otros ligandos y, por lo tanto, bloquear la actividad inducida por agonistas. Ademas, un
"agonista inverso" se refiere a un antagonista que, ademas de bloquear los efectos de los agonistas, reduce la
actividad basal o constitutiva de los receptores por debajo de la del receptor sin ligando.

[0066] La vision canonica de como regulan los GPCR la fisiologia celular es que la unién de ligandos (tales como
hormonas, neurotransmisores o estimulos sensoriales) estabiliza un estado conformacional activo del receptor,
permitiendo asi las interacciones con proteinas G heterotriméricas. Ademas de interactuar con las proteinas G, los
GPCR unidos a un agonista se asocian con quinasas de GPCR (GRK), lo que conduce a la fosforilacion del receptor.
Un resultado comin de la fosforilacién de los GPCR por las GRK es una reduccion en las interacciones de los
GPCR con las proteinas G y un aumento en las interacciones de los GPCR con arrestinas, que interceptan
estéricamente la sefializacion de proteinas G mas alla, dando como resultado la desensibilizacién del receptor.
Debido a que las B-arrestinas desactivan las sefiales de las proteinas G, pueden iniciar simultaneamente un
segundo conjunto paralelo de cascadas de sefiales, tal como la via de las MAPK. Los GPCR se asocian también
con varias proteinas fuera de las familias de las proteinas generales que interactian con GPCR (proteinas G, GRK,
arrestinas y otros receptores). Estas parejas selectivas de GPCR pueden mediar la sefalizacion de GPCR,
organizar la sefializacién de GPCR a través de proteinas G, dirigir el trafico de GPCR, anclar los GPCR en areas
subcelulares particulares y/o influenciar la farmacologia de los GPCR (Ritter y Hall 2009). A este respecto, los
ligandos, como se utiliza en la presente, también pueden ser "ligandos sesgados"” con la capacidad para estimular
selectivamente un subconjunto de actividades de sefializacion de un receptor, por ejemplo, la activacion selectiva
de la funcion de las proteinas G o las B-arrestinas. Tales ligandos se conocen como "ligandos sesgados”, "agonistas
sesgados" o "agonistas funcionalmente selectivos". Mas particularmente, el sesgo del ligando puede ser un sesgo
imperfecto caracterizado por una estimulacién por el ligando de mdltiples actividades del receptor con diferentes
eficacias relativas para diferentes sefiales (selectividad no absoluta) o puede ser un sesgo perfecto caracterizado
por una estimulacion por el ligando de una actividad del receptor sin ninguna estimulacion de otra actividad del
receptor conocida.

[0067] Las actividades de sefializacion de los GPCR (y, por tanto, su comportamiento conformacional) también
pueden verse afectadas por la union de otro tipo de ligandos conocidos como reguladores alostéricos. Los
"reguladores alostéricos" 0, de otro modo, los "moduladores alostéricos", los "ligandos alostéricos" o las "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 ortoestéricos, los moduladores alostéricos son no competitivos, porque
se unen a receptores en un sitio diferente y modifican la funcion del receptor incluso si el ligando endégeno también
se esta uniendo. A causa de esto, los moduladores alostéricos no se limitan sencillamente a activar o desactivar un
receptor, de la manera que lo hacen la mayoria de farmacos. En su lugar, actian mas como un conmutador mas
débil, ofreciendo un control sobre la intensidad de activacion o desactivacion, mientras que permiten que el cuerpo
retenga su control natural sobre la activacion del receptor de iniciacion. Los reguladores alostéricos que mejoran la
actividad de la proteina se denominan en la presente "activadores alostéricos” o "moduladores alostéricos
positivos”, mientras que aquellos que reducen la actividad de la proteina se denominan en la presente "inhibidores
alostéricos" o, de otro modo, "moduladores alostéricos negativos".

[0068] Preferiblemente, el dominio de unién a proteinas descrito en la presente es capaz de unirse especificamente
a un GPCR unido a un agonista y/o mejora la afinidad de un GPCR por un agonista. Se prefiere que el dominio de
unioén a proteinas sea capaz de aumentar la afinidad por el agonista al menos dos veces, al menos cinco veces v,
mas preferiblemente, al menos diez veces tras la unién al receptor medida por una reduccién en ECso, ICso, Kd O
cualquier otra medida de afinidad o potencia conocida por alguien experto en la materia.

[0069] Se apreciara que tener una estabilidad aumentada con respecto a la estructura y/o una actividad biologica
particular de un GPCR también puede ser una guia a la estabilidad de otros desnaturalizantes o condiciones de
desnaturalizacion incluidos el calor, un detergente, un agente caotrépico y un pH extremo. Por consiguiente, el
dominio de unién a proteinas descrito en la presente puede ser ademas capaz de aumentar la estabilidad de un
estado conformacional funcional de un GPCR bajo condiciones no fisiolégicas inducidas por dilucion, concentracion,
composicion de tampon, calentamiento, enfriamiento, congelacién, detergente, agente caotrépico, pH. A diferencia
de las proteinas hidrosolubles, los estudios termodinamicos del plegamiento y estabilidad de las proteinas de
membrana han demostrado ser extremadamente desafiantes y complicados por la dificultad de encontrar las
condiciones para el plegamiento reversible. El despliegue de proteinas de membrana helicoidales inducido por la
mayoria de los métodos, tales como los enfoques térmicos y quimicos, es irreversible, como revisan Stanley y
Fleming (2008). Por lo tanto, el término "termoestabilizar”, "termoestabilizacién”, "aumentando la termoestabilidad
de", como se utiliza en la presente, se refiere a las propiedades funcionales antes que a las termodinamicas de un
GPCR y a la resistencia de la proteina a la desnaturalizacion irreversible inducida por los enfoques térmicos y/o
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quimicos incluidos, pero de forma no limitativa, calentamiento, enfriamiento, congelacién, desnaturalizantes
quimicos, pH, detergentes, sales, aditivos, proteasas o temperatura. La desnaturalizacién irreversible conduce al
despliegue irreversible de las conformaciones funcionales de la proteina, la pérdida de actividad bioldgica y la
agregacion de la proteina desnaturalizada. El término "(termo)estabilizar”, "(termo)estabilizacién”, "aumentar la
(termo)estabilidad de", como se utiliza en la presente, se aplica a los GPCR incluidos en particulas lipidicas o capas
lipidicas (por ejemplo, monocapas lipidicas, bicapas lipidicas y similares) y a los GPCR que se han solubilizado en

detergente.

[0070] Preferiblemente, el dominio de unién a proteinas descrito en la presente es capaz de aumentar la
termoestabilidad de un estado conformacional funcional de un GPCR, preferiblemente, un estado conformacional
activo de un GPCR. En relaciéon con una estabilidad aumentada al calor, esta se puede determinar facilmente
midiendo la unién de ligando o usando métodos espectroscépicos tales como fluorescencia, CD o dispersién de
luz, que son sensibles al despliegue a temperaturas en aumento (véase también la seccion de Ejemplos). Se
prefiere que el dominio de unién a proteinas sea capaz de aumentar la estabilidad medida por un aumento en la
estabilidad térmica de un GPCR en un estado conformacional funcional con al menos 2°C, al menos 5°C, al menos
8°C vy, mas preferiblemente, al menos 10°C o 15°C o 20°C. También preferiblemente, el dominio de unién a
proteinas puede ser capaz de aumentar la estabilidad térmica de una conformacién funcional de un GPCR en
complejo con un ligando tal como, pero no restringido a, un agonista, un agonista inverso, un antagonista y/o un
modulador o un inhibidor del GPCR o la via de sefializacion dependiente de GPCR. También preferiblemente, el
dominio de unién a proteinas puede ser capaz de aumentar la estabilidad en presencia de un detergente o un
caotropico de un estado conformacional funcional de un GPCR. Preferiblemente, el dominio de unién a proteinas
es capaz de aumentar la estabilidad a la desnaturalizacién inducida por enfoques térmicos o quimicos del estado
conformacional activo de un GPCR. En relacion con una estabilidad aumentada al calor, un detergente o a un
caotropico, tipicamente, el GPCR se incuba durante un tiempo definido en presencia de un detergente de prueba o
un agente caotrépico de prueba y la estabilidad se determina usando, por ejemplo, la unioén de ligando o un método
espectroscopico, opcionalmente a temperaturas en aumento, como se ha mencionado anteriormente. Todavia
preferiblemente, el dominio de unién a proteinas puede ser capaz de aumentar la estabilidad a un pH extremo de
un estado conformacional funcional de un GPCR. Preferiblemente, el dominio de unién a proteinas es capaz de
aumentar la estabilidad a un pH extremo del estado conformacional activo de un GPCR. En relacién con un extremo
del pH, un pH de prueba tipico se elegiria, por ejemplo, en el rango de 6 a 8, el rango de 5,5 a 8,5, el rango de 5 a
9, el rango de 4,5 a 9,5, mas especificamente en el rango de 4,5 a 5,5 (pH bajo) o en el rango de 8,5 a 9,5 (pH
alto).

[0071] Los dominios de union a proteinas descritos en la presente pueden generalmente dirigirse contra cualquier
GPCR deseado y, en particular, pueden dirigirse contra cualquier epitopo conformacional de cualquier GPCR,
preferiblemente un estado conformacional funcional de cualquier GPCR, mas preferiblemente un estado
conformacional activo de un GPCR (todos tal y como se ha definido anteriormente). Mas particularmente, dicho
epitopo conformacional puede ser parte de una region intracelular o extracelular, o una region intramembranosa, o
un dominio o estructura de bucle de cualquier GPCR deseado. Los dominios de unién a proteinas se pueden dirigir
contra cualquier region extracelular, dominio, bucle u otro epitopo conformacional extracelular adecuados de un
GPCR, pero se dirige preferiblemente contra una de las partes extracelulares de los dominios transmembranarios
0, mas preferiblemente, contra uno de los bucles extracelulares que unen los dominios transmembranarios.
Alternativamente, los dominios de unién a proteinas se pueden dirigir contra cualquier region intracelular, dominio,
bucle u otro epitopo conformacional intracelular adecuados de un GPCR, pero se dirige preferiblemente contra una
de las partes intracelulares de los dominios transmembranarios o, mas preferiblemente, contra uno de los bucles
intracelulares que unen los dominios transmembranarios. Un dominio de unién a proteinas que se une
especificamente a un epitopo "tridimensional” o epitopo "conformacional” se une especificamente a una estructura
terciaria (es decir, tridimensional) de una proteina plegada y se une con mucha menor afinidad (es decir, por un
factor de al menos 2, 5, 10, 50 o 100) a la forma lineal (es decir, desplegada, desnaturalizada) de la proteina. Se
espera ademas que los dominios de unién a proteinas descritos en la presente se unirdn generalmente a todos los
analogos de origen natural o sintéticos, variantes, mutantes, alelos de dicho GPCR.

[0072] En un ejemplo especifico, el dominio de unién a proteinas descrito en la presente es capaz de unirse
especificamente a un epitopo conformacional intracelular de un GPCR. Preferiblemente, el dominio de unién a
proteinas es capaz de unirse especificamente a un epitopo conformacional que esta comprendido en, localizado
en o se superpone con el sitio de unién a proteinas G de un GPCR. Mas preferiblemente, dichos dominios de unién
a proteinas pueden ocupar el sitio de union a proteinas G de un estado conformacional funcional de un GPCR, mas
preferiblemente de un estado conformacional activo de un GPCR. De la manera mas preferible, dichos dominios de
unién a proteinas muestran un comportamiento similar a proteinas G. El término "comportamiento similar a
proteinas G" como se utiliza en la presente se refiere a la propiedad de los dominios de union a proteinas de unirse
preferentemente a un receptor unido a un agonista frente a, por ejemplo, un receptor unido a un agonista inverso.
Los dominios de unién a proteinas que muestran un comportamiento similar a proteinas G también mejoran la
afinidad del receptor por los agonistas, que se atribuye a la interaccion cooperativa entre el receptor ocupado por
un agonista y la proteina G (véase también la seccion de Ejemplos).
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[0073] Preferiblemente, el dominio de unién a proteinas deriva de un sistema inmunitario innato o adaptativo.
Preferiblemente, dicho dominio de unién a proteinas deriva de una inmunoglobulina. Preferiblemente, el dominio
de unién a proteinas es un anticuerpo o un derivado del mismo. El término "anticuerpo” (Ab) se refiere generalmente
a un polipéptido codificado por un gen de inmunoglobulina, o fragmentos funcionales del mismo, que se une
especificamente y reconoce un antigeno, y es conocido por la persona experta en la materia. Una unidad estructural
de inmunoglobulina (anticuerpo) convencional comprende un tetrdmero. Cada tetramero se compone de dos pares
idénticos de cadenas polipeptidicas, donde cada par tiene una cadena "ligera" (aproximadamente 25 kDa) y una
"pesada" (aproximadamente 50-70 kDa). El extremo N-terminal de cada cadena define una regién 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 estas cadenas ligeras y pesadas,
respectivamente. El término "anticuerpo” pretende incluir anticuerpos enteros, incluidos anticuerpos enteros
monocatenarios y fragmentos de union al antigeno. En algunas formas de realizacién, los fragmentos de unién al
antigeno pueden ser fragmentos de anticuerpo de unién al antigeno que incluyen, pero de forma no limitativa, Fab,
Fab'y F(ab")2, Fd, Fv monocatenarios (scFv), anticuerpos monocatenarios, Fv enlazados por disulfuro (dsFv) y
fragmentos que comprenden o consisten en un dominio o VL o VH y cualquier combinacién de esos o cualquier
otra porcién funcional de un péptido de inmunoglobulina capaz de 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 Unico, mas especificamente, nanocuerpos, tal y como se define mas adelante en la
presente.

[0074] Preferiblemente, dicho dominio de unién a proteinas comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende 4 regiones marco y 3 regiones determinantes de la complementariedad, preferiblemente en una
secuencia FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4, o cualquier fragmento adecuado de la misma (que contendra
entonces normalmente al menos algunos de los residuos de aminoacidos que forman al menos una de las regiones
determinantes de la complementariedad). Los dominios de union a proteinas que comprenden 4 FR y 3 CDR son
conocidos por la persona experta en la materia y han sido descritos, como un ejemplo no limitativo, en Wesolowski
et al. (2009).

[0075] Preferiblemente, el dominio de unién a proteinas descrito en la presente deriva de un anticuerpo de camélido.
Mas preferiblemente, el dominio de union a proteinas comprende una secuencia de aminoacidos de un nanocuerpo
o cualquier fragmento adecuado del mismo. Mas especificamente, el dominio de unién a proteinas de la invencion
es un nanocuerpo o cualquier fragmento adecuado del mismo. Un "nanocuerpo” (Nb), como se utiliza en la presente,
se refiere al fragmento de unién a antigeno o dominio variable unico (“VHH") mas pequefio derivado de un
anticuerpo de cadena pesada de origen natural y es conocido por la persona experta en la materia. Derivan de
anticuerpos de solo cadena pesada, vistos en camélidos (Hamers-Casterman et al. 1993; Desmyter et al. 1996).
En la familia de los "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
dominio variable Gnico de cadena pesada se designa en la presente como un nanocuerpo o un anticuerpo VHH.
Nanobody™, Nanobodies™ y Nanoclone™ son las marcas registradas de Ablynx NV (Bélgica). El tamafio pequefio
y las propiedades biofisicas Unicas de los Nb superan a los fragmentos de anticuerpo convencionales para el
reconocimiento de epitopos raros u ocultos y para la union en cavidades o sitios activos de dianas proteicas.
Ademas, los Nb se pueden disefiar como anticuerpos biespecificos y bivalentes o unirse a moléculas indicadoras
(Conrath et al. 2001). Los Nb son proteinas de dominio Unico estables y rigidas que pueden facilmente fabricarse y
sobrevivir en el sistema gastrointestinal. Por lo tanto, los Nb se pueden usar en muchas aplicaciones, incluidas el
descubrimiento de farmacos y el tratamiento farmacoldgico (Saerens et al. 2008), pero también como una
herramienta versétil y valiosa para la purificacién, el estudio funcional y la cristalizacién de proteinas (Conrath et al.
2009).

[0076] Los nanocuerpos segun la invencion comprenden generalmente una cadena de aminoacidos Unica que se
puede considerar que comprende 4 "secuencias marco" o FR y 3 '"regiones determinantes de la
complementariedad" o CDR (como se ha definido anteriormente). Ejemplos no limitativos de nanocuerpos de la
invencion se describen con mas detalle mas adelante en la presente. Debe quedar claro que las regiones marco
de los nanocuerpos también pueden contribuir a la unién de sus antigenos (Desmyter et al 2002; Korotkov et al.
2009).

[0077] Ejemplos no limitativos de los nanocuerpos descritos en la presente incluyen, pero de forma no limitativa,
nanocuerpos tal y como definen las SEQ ID NOs: 1-29 (véase la Fig. 12, tabla 1). La delineacién de las secuencias
CDR se basa en el sistema de numeracion Unica IMGT para los dominios V y los dominios de tipo V (Lefranc et al.
2003). En una forma de realizacion especifica, los nanocuerpos anteriores pueden comprender al menos una de
las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) con una secuencia de aminoacidos seleccionada de
entre SEQ ID NOs: 30-70 (véase la figural2; tabla 2). Mas especificamente, los nanocuerpos anteriores se pueden
seleccionar del grupo que comprende las SEQ ID NOs: 1-29, o un fragmento funcional de las mismas. Un
"fragmento funcional" o un "fragmento adecuado”, como se utiliza en la presente, puede comprender por ejemplo
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uno de los bucles CDR. Preferiblemente, dicho fragmento funcional comprende la CDR3. Mas especificamente,
dichos nanocuerpos consisten en cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-29 y dicho fragmento funcional de dichos
nanocuerpos consisten en cualquiera de las SEQ ID NOs: 30-70. Una secuencia de acidos nucleicos que codifique
cualquiera de los nanocuerpos o fragmentos funcionales anteriores también se prevé en la presente. Ademas, se
prevén en la presente vectores de expresion que comprenden secuencias de acido nucleico que codifican
cualquiera de los nanocuerpos anteriores o fragmentos funcionales de los mismos, asi como células huésped que
expresan tales vectores de expresién. Los sistemas de expresion adecuados incluyen sistemas de expresién
constitutivos e inducibles en bacterias o levaduras, sistemas de expresion viricos, tales como baculovirus, virus del
bosque Semliki y lentivirus, o la transfeccién transitoria en células de insecto o de mamiferos. Las células huésped
adecuadas incluyen E. coli, Lactococcus lactis, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia
pastoris y similares. Las células huésped animales adecuadas incluyen HEK 293, COS, S2, CHO, NSO, DT40 y
similares. La clonacion, expresion y/o purificacion de los nanocuerpos se pueden hacer segun técnicas conocidas
por la persona experta en la técnica.

[0078] Debe tenerse en cuenta que el término nanocuerpo como se utiliza en la presente en su mas amplio sentido
no esta limitado a una fuente bioldgica especifica 0 a un método especifico de preparacion. Por ejemplo, los
nanocuerpos de la invencion pueden obtenerse generalmente: (1) por aislamiento del dominio VHH de un
anticuerpo de cadena pesada de origen natural; (2) por expresion de una secuencia de nucledtidos que codifica un
dominio VHH de origen natural; (3) por "humanizacion" de un dominio VHH de origen natural o por expresion de un
acido nucleico que codifica un tal dominio VHH humanizado; (4) por "camelizacion" de un dominio VH de origen
natural de cualquier especie animal y, en particular, de una especie de mamiferos, tal como de un ser humano, o
por expresion de un acido nucleico que codifica tal dominio VH camelizado; (5) por "camelizacion" de un "anticuerpo
de dominio" o "Dab" como se describe en la técnica, o por expresion de un &cido nucleico que codifica tal dominio
VH camelizado; (6) por uso de técnicas sintéticas o semisintéticas para preparar proteinas, polipéptidos u otras
secuencias de aminoacidos conocidas per se; (7) por preparacion de un &cido nucleico que codifica un nanocuerpo
usando técnicas para la sintesis de acidos nucleicos conocidas per se, seguido de la expresién del acido nucleico
asi obtenido; y/o (8) por cualquier combinacién de uno o mas de lo anteriormente mencionado.

[0079] Una clase preferida de nanocuerpos corresponde a los dominios VHH de anticuerpos de cadena pesada de
origen natural dirigidos contra un estado conformacional funcional de un GPCR. Aunque las bibliotecas naif o
sintéticas de nanocuerpos (para ejemplos de tales bibliotecas, véanse las W09937681, W0O0043507, WO0190190,
W003025020 y WO03035694) pueden contener ligantes conformacionales contra un GPCR en un estado
conformacional funcional, un ejemplo preferido incluye la inmunizacion de un Camelidae con un GPCR en un estado
conformacional funcional, unido opcionalmente a un ligando del receptor, para exponer el sistema inmunitario del
animal con los epitopos conformacionales que son Unicos del GPCR (por ejemplo, un GPCR unido a un agonista
para generar anticuerpos dirigidos contra un GPCR en su estado conformacional activo). Asi, como se describe
mas adelante en la presente, tales secuencias VHH pueden preferiblemente generarse u obtenerse inmunizando
adecuadamente una especie de camélido con un GPCR, preferiblemente un GPCR en un estado conformacional
funcional, méas preferiblemente un estado conformacional activo (es decir, para generar una respuesta inmunitaria
y/o anticuerpos de cadena pesada dirigidos contra dicho GPCR), obteniendo una muestra bioloégica adecuada de
dicho camélido (tal como una muestra de sangre o cualquier muestra de células B) y generando secuencias ViH
dirigidas contra dicho GPCR, partiendo de dicha muestra. Tales técnicas estaran claras para la persona experta.
Otra técnica mas para obtener las secuencias VHH deseadas implica inmunizar adecuadamente un mamifero
transgénico que sea capaz de expresar anticuerpos de cadena pesada (es decir, para generar una respuesta
inmunitaria y/o anticuerpos de cadena pesada dirigidos contra un GPCR en un estado conformacional funcional),
obteniendo una muestra biol6gica adecuada de dicho mamifero transgénico (tal como una muestra de sangre o
cualquier muestra de células B) y generando luego secuencias VHH dirigidas contra dicho GPCR partiendo de
dicha muestra, usando cualquier técnica adecuada conocida per se. Por ejemplo, para este fin, se pueden usar los
ratones que expresan anticuerpos de cadena pesada y los métodos y las técnicas adicionales descritas en la
W002085945 y en la W0O04049794.

[0080] Por consiguiente, la divulgacion abarca métodos de generacion de dominios de unién a proteinas descritos
en la presente. Como un ejemplo no limitativo, se proporciona un método de generacién de nanocuerpos que se
unen especificamente a un epitopo conformacional de un estado conformacional funcional de un GPCR, que
comprende

(i) la inmunizacion de un animal con un GPCR y
(ii) el cribado de nanocuerpos que se unen especificamente a un epitopo conformacional de un estado
conformacional funcional de dicho GPCR.

[0081] Preferiblemente, la inmunizacién de un animal se hara con un GPCR en presencia de un ligando del receptor,
donde dicho ligando induce un estado conformacional funcional particular de dicho GPCR. Por ejemplo, se pueden
generar nanocuerpos que se unan especificamente a un epitopo conformacional de un estado conformacional
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activo de un GPCR por inmunizacion de un animal con un GPCR en presencia de un agonista que induce la
formacion de un estado conformacional activo de dicho GPCR (véase también la seccion de Ejemplos).

[0082] Para la inmunizacién de un animal con un GPCR, el GPCR se puede producir y purificar usando métodos
convencionales que pueden emplear la expresion de una forma recombinante del GPCR en una célula huésped y
purificando el GPCR usando la cromatografia de afinidad y/o métodos a base de anticuerpos. Por ejemplo, el
sistema baculovirus/Sf-9 se puede emplear para la expresion, aunque también se pueden usar otros sistemas de
expresion (por ejemplo, sistemas celulares bacterianos, de levadura o de mamiferos). Métodos ejemplares para
expresar y purificar GPCR se describen en, por ejemplo, Kobilka (1995), Eroglu et al (2002), Chelikani et al (2006)
y el libro "Identification and Expression of G Protein-Coupled Receptors" (Kevin R. Lynch (Ed.), 1998), entre muchos
otros. Un GPCR también se puede reconstituir en vesiculas fosfolipidicas. Asimismo, se conocen métodos para
reconstituir un GPCR activo en vesiculas fosfolipidicas y se describen en: Luca et al (2003), Mansoor et al (2006),
Niu et al. (2005), Shimada et al. (2002) y Eroglu et al. (2003), entre otros. En ciertos casos, el GPCR y los fosfolipidos
se pueden reconstituir a alta densidad (por ejemplo, 1 mg de receptor por mg de fosfolipido). Las vesiculas
fosfolipidicas se pueden evaluar para confirmar que el GPCR esté activo. En muchos casos, un GPCR puede estar
presente en la vesicula fosfolipidica en ambas orientaciones (en la orientacién normal y en la orientacion "boca
abajo" en la que los bucles intracelulares estan en el exterior de la vesicula). Otros métodos de inmunizacion con
un GPCR incluyen, sin limitacion, el uso de células completas que expresan un GPCR, la vacunaciéon con una
secuencia de acido nucleico que codifica un GPCR (por ejemplo, vacunacién con ADN), la inmunizacién con virus
0 particulas similares a virus que expresan un GPCR, entre otros.

[0083] Cualquier animal adecuado, por ejemplo, un animal de sangre caliente, en particular un mamifero tal como
un conejo, un ratén, una rata, un camello, una oveja, una vaca, un tiburén o un cerdo o un ave tal como un pollo o
un pavo, se puede inmunizar usando cualquiera de las técnicas bien conocidas en la técnica adecuadas para
generar una respuesta inmunitaria.

[0084] EI cribado de nanocuerpos, como un ejemplo no limitativo, que se unen especificamente a un epitopo
conformacional de un estado conformacional funcional de dicho GPCR puede realizarse, por ejemplo, por cribado
de un conjunto, coleccion o biblioteca de células que expresan anticuerpos de cadena pesada en su superficie (por
ejemplo, células B obtenidas de un camélido adecuadamente inmunizado) o bacteriéfagos que muestran una fusion
de genlll y nanocuerpo en su superficie, por cribado de una biblioteca (naif o inmune) de secuencias VHH o
secuencias de nanocuerpos o por cribado de una biblioteca (naif o inmune) de secuencias de acido nucleico que
codifican secuencias VHH o secuencias de nanocuerpos, que pueden todos realizarse de una manera conocida
per se, y cuyo método puede opcionalmente comprender ademas uno o mas pasos distintos adecuados, tales
como, por ejemplo y sin limitacién, un paso de maduracion de afinidad, un paso de expresién de la secuencia de
aminoacidos deseada, un paso de cribado de unidn y/o de actividad contra el antigeno deseado (en este caso, el
GPCR), un paso de determinacion de la secuencia de aminoacidos o la secuencia de nucleétidos deseada, un paso
de introduccidon de una o mas sustituciones humanizantes, un paso de formateo en un formato multivalente y/o
multiespecifico adecuado, un paso de cribado de las propiedades biolégicas y/o fisiol6gicas deseadas (es decir,
usando un ensayo adecuado conocido en la técnica) y/o cualquier combinacion de uno o mas de tales pasos, en
cualquier orden adecuado.

[0085] Una clase particularmente preferida de nanocuerpos de la invenciéon comprende nanocuerpos con una
secuencia de aminoéacidos que corresponde a la secuencia de aminoacidos de un dominio VHH de origen natural,
pero que se ha "humanizado”, es decir, por sustitucion de uno o mas residuos de aminoacidos en la secuencia de
aminoéacidos de dicha secuencia VHH de origen natural (y en particular en las secuencias marco) por uno 0 mas
de los residuos de aminoacidos que ocurren en la(s) posicion(es) correspondiente(s) en un dominio VH a partir de
un anticuerpo de 4 cadenas convencional de un ser humano. Esto se puede realizar de una manera conocida per
se, que estara clara para la persona experta, en funcién de la descripcién adicional en la presente y el estado de la
técnica sobre humanizacion. De nuevo, debe tenerse en cuenta que tales nanocuerpos humanizados de la
invenciéon se pueden obtener de cualquier manera adecuada conocida per se (es decir, como se indica bajo los
puntos (1)-(8) anteriores) y, por tanto, no se limitan estrictamente a polipéptidos que se han obtenido usando un
polipéptido que comprende un dominio VHH de origen natural como material de partida. Los nanocuerpos
humanizados pueden tener varias ventajas, tales como una inmunogenicidad reducida, en comparaciéon con los
dominios VHH de origen natural correspondientes. Tal humanizacién implica generalmente la sustitucion de uno o
mas residuos de aminoacidos en la secuencia de un VHH de origen natural con los residuos de aminoacidos que
ocurren en la misma posiciéon en un dominio VH humano, tal como un dominio VH3 humano. Las sustituciones
humanizantes deberian elegirse de manera que los nanocuerpos humanizados resultantes retengan todavia las
propiedades favorables de los nanocuerpos tal y como se define en la presente. La persona experta sera capaz de
seleccionar sustituciones humanizantes o combinaciones adecuadas de sustituciones humanizantes que optimizan
0 consiguen un equilibrio deseado o adecuado entre las propiedades favorables proporcionadas por las
sustituciones humanizantes por un lado y las propiedades favorables de los dominios VHH de origen natural por
otro lado.
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[0086] Otra clase particularmente preferida de nanocuerpos de la invencién comprende nanocuerpos con una
secuencia de aminoacidos que corresponde a la secuencia de aminoacidos de un dominio VH de origen natural,
pero que se ha "camelizado", es decir, por sustitucién de uno o mas residuos de aminoacidos en la secuencia de
aminoacidos de un dominio VH de origen natural a partir de un anticuerpo de 4 cadenas convencional por uno o
mas de los residuos de aminoacidos que ocurren en la(s) posicion(es) correspondiente(s) en un dominio VHH de
un anticuerpo de cadena pesada. Tales sustituciones de camelizacion se insertan preferiblemente en posiciones
de aminoacidos que forman y/o estan presentes en la interfase VH-VL y/o en los denominados residuos de marca
distintiva de los Camelidae, tal y como se define en la presente (véase, por ejemplo, la W09404678).
Preferiblemente, la secuencia VH que se usa como material de partida o punto de partida para generar o disefiar
el nanocuerpo camelizado es preferiblemente una secuencia VH de un mamifero, mas preferiblemente la secuencia
VH de un ser humano, tal como una secuencia VH3. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que tales nanocuerpos
camelizados de la invencion se pueden obtener de cualquier manera adecuada conocida per se (es decir, como se
indica bajo los puntos (1)-(8) anteriores) y, por tanto, no se limitan estrictamente a polipéptidos que se han obtenido
usando un polipéptido que comprende un dominio VH de origen natural como material de partida.

[0087] Por ejemplo, tanto la "humanizacion" como la "camelizacién" se pueden realizar proporcionando una
secuencia de nucledtidos que codifica un dominio VHH o un dominio VH de origen natural, respectivamente, y luego
cambiando, de una manera conocida per se, uno o mas codones en dicha secuencia de nucleétidos de manera que
la nueva secuencia de nucleétidos codifica un nanocuerpo "humanizado" o "camelizado" de la invencion,
respectivamente. Este &cido nucleico puede luego expresarse de una manera conocida per se, para proporcionar
el nanocuerpo deseado de la invencion. Alternativamente, basdndose en la secuencia de aminoacidos de un
dominio VHH o un dominio VH de origen natural, respectivamente, se puede disefiar y luego sintetizar de novo la
secuencia de aminoacidos del nanocuerpo humanizado o camelizado deseado de la invencion, respectivamente,
usando técnicas para la sintesis de péptidos conocidas per se. Ademas, basandose en la secuencia de aminoacidos
o0 la secuencia de nucleétidos de un dominio VHH o un dominio VH de origen natural, respectivamente, se puede
disefiar y luego sintetizar de novo una secuencia de nucleétidos que codifica el nanocuerpo humanizado o
camelizado deseado de la invencién, respectivamente, usando técnicas para la sintesis de &cidos nucleicos
conocidas per se, después de lo cual el &cido nucleico asi obtenido se puede expresar de una manera conocida
per se, para proporcionar el nanocuerpo deseado de la invenciéon. Otros métodos y técnicas adecuados para
obtener los nanocuerpos de la invencién y/o los acidos nucleicos que codifican los mismos, partiendo de secuencias
VH de origen natural o preferiblemente de secuencias VHH, estaran claros para la persona experta y pueden, por
ejemplo, comprender la combinacion de una o mas partes de una o mas secuencias VH de origen natural (tales
como una o mas secuencias FR y/o secuencias CDR), una o mas partes de una o mas secuencias VHH de origen
natural (tal como una o mas secuencias FR o secuencias CDR) y/o una o mas secuencias sintéticas o
semisintéticas, de una manera adecuada, para proporcionar un nanocuerpo de la invencion o una secuencia de
nucleétidos o un acido nucleico que codifica el mismo.

[0088] También esta dentro del alcance de la invencion el uso de andlogos naturales o sintéticos, mutantes,
variantes, alelos, homdlogos y ortélogos (denominados colectivamente en la presente "andlogos”) de los
nanocuerpos segun la invencion. Asi, segin una forma de realizacion de la invencion, el término "nanocuerpo de
la invencién" en su mas amplio sentido cubre también tales andlogos. Generalmente, en tales analogos, uno o mas
residuos de aminoacidos, pueden haberse sustituido, eliminado y/o afiadido, en comparacién con los nanocuerpos
de lainvencién tal y como se define en la presente. Tales sustituciones, inserciones, deleciones o adiciones pueden
hacerse en una o mas de las regiones marco y/o en una o0 mas de las CDR. Los analogos, como se utiliza en la
presente, son secuencias donde cada o cualquier regién marco y cada o cualquier region determinante de la
complementariedad muestra al menos un 80% de identidad, preferiblemente al menos un 85% de identidad, méas
preferiblemente un 90% de identidad, atin mas preferiblemente un 95% de identidad con la regién correspondiente
en la secuencia de referencia (es decir, analogo_FR1 frente a referencia_FR1, andlogo_CDR1 frente a
referencia_CDR1, analogo_FR2 frente a referencia_FR2, analogo_CDR?2 frente a referencia_CDR2, analogo_FR3
frente a referencia_FR3, analogo_CDR3 frente a referencia_CDR3, analogo_FR4 frente a referencia_FR4), medida
en un alineamiento BLASTp (Altschul et al; 1987; definiciones de FR y CDR conforme al sistema de numeracion
Unica IMGT para los dominios V y los dominios de tipo V (Lefranc et al. 2003)).

[0089] Por medio de ejemplos no limitativos, una sustitucién puede, por ejemplo, ser una substitucion conservadora
(como se describe en la presente) y/o un residuo de aminoacido se puede sustituir por otro residuo de aminoacido
que ocurre naturalmente en la misma posicién en otro dominio VHH. Asi, se incluyen dentro del alcance de la
invencién cualquier una o mas sustituciones, deleciones o inserciones, o cualquier combinacion de las mismas, que
0 mejoran las propiedades del nanocuerpo de la invencion o que al menos no se desvian demasiado de las
propiedades deseadas o del equilibrio o la combinacion de propiedades deseadas del nanocuerpo de la invencién
(es decir, en la medida en que el nanocuerpo ya no es adecuado para su uso pretendido). Una persona experta
sera generalmente capaz de determinar y seleccionar sustituciones, deleciones, inserciones, adiciones adecuadas
0 combinaciones adecuadas de las mismas, basandose en la divulgacion en la presente y opcionalmente después
de un grado limitado de experimentacion rutinaria, que puede, por ejemplo, implicar la introduccién de un nimero
limitado de sustituciones posibles y determinar su influencia sobre las propiedades de los nanocuerpos asi
obtenidos.
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[0090] Por ejemplo, y en funcién del organismo huésped usado para expresar el dominio de unién a proteinas
descrito en la presente, preferiblemente el nanocuerpo, tales deleciones y/o sustituciones se pueden disefiar de
manera que se eliminan uno o mas sitios para la modificacion postraduccional (tal como uno o mas sitios de
glicosilacion), como estara en la capacidad de la persona experta en la materia. Alternativamente, se pueden
disefiar sustituciones o inserciones para introducir uno o mas sitios para la unién de grupos funcionales (como se
describe en la presente), por ejemplo, para permitir la PEGilacion especifica de sitio.

[0091] Ejemplos de modificaciones, asi como ejemplos de residuos de aminoacidos en la secuencia del dominio de
unién a proteinas, preferiblemente la secuencia del nanocuerpo, que se pueden modificar (es decir, o en el
esqueleto de la proteina, pero preferiblemente en una cadena lateral), métodos y técnicas que se pueden usar para
introducir tales modificaciones y los usos y las ventajas potenciales de tales modificaciones estaran claras para la
persona experta. Por ejemplo, tal modificacion puede implicar la introduccion (por ejemplo, por unién covalente o
de otra manera adecuada) de uno o mas grupos funcionales, residuos o fracciones en o sobre el nanocuerpo de la
invencion y, en particular, de uno o mas grupos funcionales, residuos o fracciones que confieran una o mas
propiedades o funcionalidades deseadas al nanocuerpo de la invencion. Ejemplos de tales grupos funcionales y de
técnicas para introducirlos estaran claras para la persona experta y pueden comprender generalmente todos los
grupos funcionales y técnicas mencionados en el estado de la técnica general citado anteriormente, asi como los
grupos funcionales y técnicas conocidas per se para la modificacion de proteinas farmacéuticas y, en particular,
para la modificacion de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (incluidos ScFv y anticuerpos de dominio Unico),
para los cuales se hace referencia por ejemplo a Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 ed., Mack Publishing
Co., Easton, PA (1980). Tales grupos funcionales pueden, por ejemplo, unirse directamente (por ejemplo, de
manera covalente) a un nanocuerpo de la invencion, u opcionalmente a través de un conector o separador
adecuado, como de nuevo estara claro para la persona experta. Una de las técnicas mas ampliamente usada para
aumentar la vida media y/o reducir la inmunogenicidad de las proteinas farmacéuticas comprende la unién de un
polimero aceptable adecuado farmacoldgicamente, tal como el poli(etilenglicol) (PEG) o derivados del mismo (tal
como el metoxipoli(etilenglicol) o mMPEG). Generalmente, se puede usar cualquier forma adecuada de PEGilacion,
como la PEGilacién usada en la técnica para anticuerpos y fragmentos de anticuerpos (incluidos, pero de forma no
limitativa, anticuerpos de dominio (Unico) y ScFv); se hace referencia a, por ejemplo, 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 la WO04060965. Varios reactivos para la PEGilacién de proteinas estan también
disponibles comercialmente, por ejemplo, de Nektar Therapeutics, EE.UU. Preferiblemente, se usa una 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, se puede unir PEG a un residuo de cisteina que ocurre
naturalmente en un nanocuerpo de la invencién, se puede modificar un nanocuerpo de la invencion para introducir
adecuadamente uno o mas residuos de cisteina para la unién de PEG o se puede fusionar una secuencia de
aminoéacidos que comprende uno 0 mas residuos de cisteina para la unién de PEG al extremo N- y/o C-terminal de
un nanocuerpo de la invencion, todos usando técnicas de ingenieria de proteinas conocidas per se para la persona
experta. Preferiblemente, para los nanocuerpos de la invencion, se usa un PEG con un peso molecular de més de
5000, tal como mas de 10.000 y menos de 200.000, tal como menos de 100.000; por ejemplo, en el rango de
20.000-80.000. Otra modificacién, normalmente menos preferida, comprende la N-glicosilacién o la O-glicosilacion,
normalmente como parte de una modificacién cotraduccional y/o postraduccional, en funcién de la célula huésped
usada para expresar el nanocuerpo de la invencion. Otra técnica para aumentar la vida media de un nanocuerpo
puede comprender el disefio de nanocuerpos bifuncionales (por ejemplo, un nanocuerpo contra el GPCR diana y
uno contra una proteina sérica tal como la albimina) o en fusiones de nanocuerpos con péptidos (por ejemplo, un
péptido contra una proteina sérica tal como la albGmina).

[0092] Otra modificacion puede comprender la introduccion de uno o mas marcadores detectables u otros grupos
o fracciones generadores de sefiales, en funcién del uso pretendido del dominio de unién a proteinas marcado, en
particular el nanocuerpo. Marcadores adecuados y técnicas para unirlos, usarlos y detectarlos estaran claros para
la persona experta y, por ejemplo, incluyen, pero de forma no limitativa, marcadores fluorescentes (tales como
fluoresceina, isotiocianato, rodamina, ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldehido, y fluorescamina y metales
fluorescentes tales como el 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 oxalato, dioxetano o GFP y sus analogos), radioisotopos, metales,
guelatos de metales o cationes metalicos u otros metales o cationes metalicos que son particularmente adecuados
para usar en el diagnostico y la obtencion de imagenes in vivo, in vitro o in situ, asi como croméforos y enzimas
(tales como malato deshidrogenasa, nucleasa estafilococica, delta-V-esteroide isomerasa, alcohol deshidrogenasa
de levadura, alfa-glicerofosfato deshidrogenasa, triosa fosfato isomerasa, biotinavidina peroxidasa, peroxidasa de
rdbano, fosfatasa alcalina, asparaginasa, glucosa-oxidasa, beta-galactosidasa, ribonucleasa, ureasa, catalasa,
glucosa-Vli-fosfato deshidrogenasa, glucoamilasa y acetilcolina esterasa). Otros marcadores adecuados estaran
claros para la persona experta y, por ejemplo, incluyen fracciones que se pueden detectar usando RMN o
espectroscopia ESR. Tales nanocuerpos de la invencidon marcados pueden, por ejemplo, usarse para ensayos in
vitro, in vivo o in situ (incluidos inmunoensayos conocidos per se tales como ELISA, RIA, EIA y otros "ensayos de
sandwich", etc.), asi como con fines de diagnéstico y obtencion de imagenes in vivo, en funcion de la eleccién del
marcador especifico. Como estara claro para la persona experta, otra modificacion puede implicar la introduccién
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de un grupo quelante, por ejemplo, para quelar uno de los metales o cationes metalicos referidos anteriormente.
Los grupos quelantes adecuados, por ejemplo, incluyen, sin limitacion, el acido dietilentriaminopentaacético (DTPA)
o el acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Otra modificacién mas puede comprender la introduccion de un grupo
funcional que sea una parte de un par de unién especifico, tal como el par de unién biotina-(estrept)avidina. Tal
grupo funcional se puede usar para unir el nanocuerpo de la invencién a otra proteina, polipéptido o compuesto
guimico que esta unido a la otra mitad del par de unién, es decir, a través de la formacion del par de union. Por
ejemplo, un nanocuerpo de la invencion se puede conjugar con biotina y unir a otra proteina, polipéptido, compuesto
o portador conjugado con avidina o estreptavidina. Por ejemplo, tal nanocuerpo conjugado se puede usar como un
indicador, por ejemplo, en un sistema diagndstico donde un agente productor de una sefial detectable se conjuga
con avidina o estreptavidina. Tales pares de unién pueden, por ejemplo, usarse también para unir el nanocuerpo
de la invencién a un portador, incluidos portadores adecuados para usos farmacéuticos. Un ejemplo no limitativo
son las formulaciones liposémicas descritas por Cao y Suresh, Journal of Drug Targetting, 8, 4, 257 (2000). Tales
pares de unién también se pueden usar para unir un agente terapéuticamente activo al nanocuerpo de la invencion.

[0093] En una forma de realizacion particular, el nanocuerpo de la invencion es bivalente y se forma por unién,
guimicamente o por técnicas de ADN recombinante, de dos dominios Ginicos monovalentes de cadenas pesadas.
En otra forma de realizacion particular, el nanocuerpo de la invencion es biespecifico y se forma por union de dos
dominios variables de cadenas pesadas, cada uno con una especificidad diferente. De forma similar, los
polipéptidos que comprenden nanocuerpos multivalentes o multiespecificos es incluyen agui como ejemplos no
limitativos. Preferiblemente, un nanocuerpo monovalente de la invencién es tal que se unira a una regién, dominio,
bucle, parte extracelular u otro epitopo extracelular de un estado conformacional funcional de un GPCR, mas
preferiblemente un estado conformacional activo de un GPCR, con una afinidad de menos de 500 nM,
preferiblemente menos de 200 nM, mas preferiblemente menos de 10 nM, tal como menos de 500 pM.
Alternativamente, un nanocuerpo monovalente de la invencion es tal que se unird a una parte, region, dominio,
bucle u otro epitopo intracelular de un estado conformacional funcional de un GPCR, més preferiblemente un estado
conformacional activo de un GPCR con una afinidad de menos de 500 nM, preferiblemente menos de 200 nM, més
preferiblemente menos de 10 nM, tal como menos de 500 pM. Ademas, segln este aspecto, cualquier nanocuerpo
multivalente o multiespecifico (como se define en la presente) de la invencidn también puede dirigirse
adecuadamente contra dos 0 mas regiones, dominios, bucles, partes extracelulares o intracelulares diferentes u
otros epitopos extracelulares o intracelulares en el mismo antigeno, por ejemplo contra dos bucles extracelulares o
intracelulares diferentes o contra dos partes extracelulares o intracelulares diferentes de los dominios
transmembranarios. Tales nanocuerpos multivalentes o multiespecificos de la invenciéon también pueden tener (o
disefiarse y/o seleccionarse para) una avidez aumentada y/o una selectividad mejorada por el GPCR deseado y/o
para cualquier otra propiedad deseada o combinacion de propiedades deseadas que se pueda obtener mediante
el uso de tales nanocuerpos multivalentes o multiespecificos. En una forma de realizacién particular, tales
nanocuerpos multivalentes o multiespecificos de la invencién también pueden tener (o disefiarse y/o seleccionarse
para) una eficacia mejorada en la modulacion de la actividad de sefializacion de un GPCR (véase también més
adelante en la presente). Se apreciara que los nanocuerpos multivalentes o multiespecificos segun la invencién
pueden adicionalmente dirigirse adecuadamente a un antigeno diferente, tal como, pero sin limitarse a, un ligando
gue interactiia con un GPCR o una o0 mas proteinas de sefializacién aguas abajo.

[0094] También se describe en la presente un complejo que comprende (i) un dominio de unién a proteinas como
se describe en la presente, (i) un GPCR en un estado conformacional funcional y, opcionalmente, (iii) un ligando
del receptor. Un "ligando del receptor” o un "ligando”, tal y como se define en la presente, puede ser un compuesto
pequefio, una proteina, un péptido, un andamio de proteina, un acido nucleico, un ion, un carbohidrato o un
anticuerpo, o cualquier fragmento adecuado derivado del mismo, y similares. Preferentemente, el ligando es de la
clase de los agonistas y el receptor esta en un estado conformacional activo. El ligando también puede ser un
agonista inverso, un antagonista o un ligando sesgado. Los ligandos pueden ser ortoestéricos o alostéricos. Los
ligandos incluyen también moduladores alostéricos, potenciadores, intensificadores, moduladores alostéricos
negativos e inhibidores. Pueden tener actividad biol6gica por si mismos o pueden modular la actividad solo en
presencia de otro ligando. Neubig et al (2003) describen muchas de las clases de ligandos.

[0095] Preferiblemente, se describe un complejo donde el dominio de unién a proteinas se une al GPCR; mas
preferiblemente, el dominio de unién a proteinas se une al GPCR, donde dicho GPCR se une a un ligando del
receptor. Para ilustrar esto adicionalmente, y sin el fin de ser limitativo, un complejo ternario estable que contiene
un nanocuerpo, un GPCR y un agonista se puede purificar por cromatografia de afinidad o filtracién en gel a partir
de una mezcla, que contiene (1) un nanocuerpo que es especifico para la conformacion activa de este GPCR, (2)
el receptor solubilizado con detergente y (3) un agonista.

[0096] Preferiblemente, el complejo es cristalino. Asi, también se proporciona un cristal del complejo, asi como
métodos para hacer dicho cristal, que se describen en mayor detalle a continuacion. Preferiblemente, se prevé una
forma cristalina de un complejo que comprende (i) un dominio de unién a proteinas como se describe en la presente,
(i) un GPCR en un estado conformacional funcional, mas preferiblemente un estado conformacional activo, vy,
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opcionalmente, (iii) un ligando del receptor, donde dicha forma cristalina se obtiene mediante el uso de un dominio
de union a proteinas descrito en la presente.

[0097] El complejo también puede estar en una forma solubilizada, por ejemplo, después de una solubilizacion
acuosa con un detergente. Alternativamente, el complejo puede inmovilizarse en un soporte sélido. Ejemplos no
limitativos de soportes soélidos, asi como métodos y técnicas para la inmovilizacion se describen mas adelante en
la descripcion detallada. En otro ejemplo mas, el complejo puede estar en una "composicion celular”, incluido un
organismo, un tejido, una célula, una linea celular, y una composiciéon de membrana derivada de dicho organismo,
tejido, célula o linea celular. Dicha composicion de membrana también pretende incluir cualquier composicion
liposémica que puede comprender lipidos naturales o sintéticos o una combinacién de los mismos. Los ejemplos
de composiciones de membrana o liposémicas incluyen, pero de forma no limitativa, organulos, preparaciones de
membrana, lipoparticulas similares a virus, capas lipidicas (bicapas y monocapas), vesiculas lipidicas, lipoparticulas
de alta densidad (por ejemplo, nanodiscos) y similares. Se apreciara que una composicién celular o una
composicion similar a una membrana o liposémica puede comprender lipidos naturales o sintéticos.

[0098] Por consiguiente, se describe ademas en la presente una composicidn celular, incluida una composicién de
membrana o liposémica derivada de la misma (todas tal y como se ha definido anteriormente) que comprende un
dominio de unién a proteinas y/o un complejo como se describe en la presente. Preferiblemente, la composicién
celular que proporciona de y/o expresa el dominio de unién a proteinas es capaz de estabilizar y/o inducir un estado
conformacional funcional de un GPCR tras la unién de dicho dominio de unién a proteinas. Se entendera que resulta
esencial retener una funcionalidad suficiente de las respectivas proteinas, para lo cual hay disponibles y son
conocidos por el experto en la materia métodos y técnicas. También se apreciard que dicha composicion celular
puede proporcionar y/o expresar un GPCR diana endégena o exégenamente.

[0099] Preparaciones de los GPCR formados a partir de fragmentos de membrana o extractos de membrana-
detergente se revisan en detalle en Cooper (2004), incorporada en la presente por referencia. Ejemplos no
limitativos de preparaciones de receptor solubilizado se proporcionan mas adelante en la seccion de Ejemplos.

[0100] La transfeccion de células diana (por ejemplo, células de mamiferos) se puede llevar a cabo siguiendo
principios perfilados por Sambrook y Russel (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3a edicion, volumen 3,
capitulo 16, seccion 16.1-16.54). Ademas, la transduccién viral también se puede realizar utilizando reactivos tales
como vectores adenovirales. La seleccién del sistema vector viral, regiones reguladoras y célula huésped
apropiados es conocimiento comun en el nivel de habilidad ordinaria en la técnica. Las células transfectadas
resultantes se mantienen en cultivo o congeladas para el uso posterior segun practicas estandar. Preferiblemente,
las células son células eucaridticas, por ejemplo, células de levadura, o lineas celulares cultivadas, por ejemplo,
lineas celulares de mamiferos, preferiblemente lineas celulares humanas, que expresan un GPCR de interés. Las
lineas celulares preferidas que expresan funcionalmente el dominio de union a proteinas y/o el GPCR incluyen
células de insecto (por ejemplo, SF-9), lineas celulares humanas (por ejemplo, HEK293), lineas celulares de roedor
(por ejemplo, CHO-K1), lineas celulares de camélido (Dubca).

[0101] Los dominios de unién a proteinas o los complejos o la composicion celular descritos anteriormente se
pueden usar en una variedad de contextos y aplicaciones, que se describiran en mas detalle a continuacion.

Cristalizacion y resolucién de la estructura de un GPCR

[0102] La cristalizacion de proteinas de membrana, incluidos los GPCR, sigue siendo un desafio formidable. Aunque
estan apareciendo métodos de expresion y purificacion que permiten la generaciéon de cantidades de miligramos,
conseguir estabilidad con estas moléculas es quizas el impedimento mas dificil que hay que superar. La purificacién
necesita una liberacion del GPCR de la bicapa lipidica por solubilizacién con detergente, un proceso durante el que
las superficies hidrofébicas de la proteina se recubren con mondmeros surfactantes para formar un complejo
proteina-detergente (PDC). Sin embargo, el cinturdn de detergente formado alrededor de la proteina es una mala
sustitucion para la bicapa lipidica, ya que se pierde mucha de la presién lateral ejercida sobre la proteina por los
lipidos circundantes. Asi, la solubilizacion de proteinas de membrana a menudo resulta en desestabilizacion,
despliegue y agregacion posterior. Los GPCR distintos a la rodopsina tienen tipicamente una mala estabilidad en
detergentes y son propensos a la agregacion y la protedlisis. Los esfuerzos para cristalizar los GPCR han sido
frustrados por otras caracteristicas intrinsecas de las proteinas de membrana integrales. Las siete hélices
transmembranarias hidrofébicas de los GPCR crean malas superficies para los contactos cristalinos, y los dominios
extracelulares e intracelulares son a menudo relativamente cortos y/o estan mal estructurados. Ademas, para la
rodopsina (un GPCR atipico en cuanto a abundancia natural y estabilidad), los primeros cristales de los GPCR se
obtuvieron de B2AR unidos a un fragmento Fab que reconocidé un epitopo compuesto por los extremos amino y
carboxilo terminales del tercer bucle intracelular que conecta los TM 5 y 6 (Rasmussen, 2007). En el segundo
enfoque, el tercer bucle intracelular se sustituy6 por lisozima T4 (B2AR-T4L; Rosenbaum, 2007). Finalmente, la
destacable versatilidad de los GPCR como moléculas de sefializacion se puede atribuir a su estructura
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tridimensional flexible y dinamica. Desafortunadamente, tal comportamiento dindmico es particularmente desafiante
para un andlisis estructural de alta resolucién. El crecimiento de cristales de calidad de difraccion requiere una
proteina estable, conformacionalmente homogénea. Como tal, los cristales de calidad de difraccién de un GPCR
nativo no unido son dificiles de obtener e, incluso cuando se consigue este objetivo, la estructura cristalina
representara solo una de las muchas conformaciones nativas. Muchos de estos problemas se pueden resolver en
la invencion mediante el uso de nanocuerpos como herramientas para estabilizar, purificar y cristalizar estados
conformacionales activos de los GPCR para el andlisis estructural de alta resolucion.

[0103] Por lo tanto, uno de los objetivos es usar dominios de unién a proteinas como herramientas para estabilizar
proteinas GPCR y ademas usar estos dominios de unién a proteinas como ayudas para la cocristalizacién para los
GPCR o0, en otras palabras, para facilitar la cristalogénesis de los GPCR, preferiblemente en un estado
conformacional funcional.

[0104] Por consiguiente, también se describe en la presente el uso de un dominio de unién a proteinas como se
describe en la presente, o un complejo que comprende el dominio de unién a proteinas o una composicion celular
que proporciona el dominio de unién a proteinas, para estabilizar un GPCR en un estado conformacional funcional,
en particular en un estado conformacional activo; y/o para inducir la formacién de un estado conformacional
funcional particular (preferiblemente, activo) dentro de un GPCR. Se apreciara que tal dominio de unién a proteinas
es una herramienta muy util para purificar, para cristalizar y/o para resolver la estructura de un GPCR en un estado
conformacional funcional, en particular en su estado conformacional activo. Como se ha descrito claramente antes,
debe quedar claro que los dominios de unidon a proteinas descritos en la presente que se van a usar para la
purificacion, la estabilizacion, la cristalizacion y/o la resolucion de la estructura de un GPCR se pueden dirigir contra
cualquier GPCR deseado y se pueden unir especificamente a o reconocer un epitopo conformacional de un estado
conformacional funcional, preferiblemente un estado conformacional activo, de cualquier GPCR deseado. En
particular, dicho epitopo conformacional puede ser parte de una regién intracelular o extracelular, o una regién
intramembranosa, o un dominio o estructura de bucle de cualquier GPCR deseado.

[0105] Primero, los dominios de union a proteinas descritos en la presente pueden aumentar la termoestabilidad de
los receptores solubilizados con detergente, estabilizados en un estado conformacional particular, protegiéndolos
de la degradacion proteolitica y/o la agregacion y facilitando la purificacion y la concentracién de muestras
homogéneas de receptor correctamente plegado. Las personas expertas en la materia reconoceran que tales
muestras son el punto de partida preferido para la generacién de cristales difractantes.

[0106] La cristalizacion del receptor purificado es otro cuello de botella principal en el proceso de determinacion de
la estructura macromolecular por cristalografia de rayos X. La cristalizacion exitosa requiere la formacion de nacleos
y su crecimiento posterior hasta cristales de tamafio adecuado. El crecimiento de cristales ocurre generalmente de
forma espontanea en una solucién sobresaturada como resultado de una nucleacion homogénea. Las proteinas se
pueden cristalizar en un experimento de cribado de matriz dispersa tipico, donde se prueban extensamente los
precipitantes, los aditivos y la concentracion de proteina, y se pueden identificar las condiciones de sobresaturacion
adecuadas para la nucleacién y el crecimiento de cristales para una proteina particular. Relacionada con el enfoque
de cribado de matriz dispersa esta la generacién de variacién estructural en la proteina misma, por ejemplo por
adicion de ligandos que se unen a la proteina, o produciendo diferentes mutaciones, preferentemente en residuos
superficiales de la proteina diana o probando a cristalizar ort6logos de diferentes especies de la proteina diana
(Chang 1998). Un hallazgo inesperado de la presente invencién es la utilidad de los nanocuerpos que se unen
especificamente a un GPCR para introducir un grado de variacion estructural tras la unién a la vez que conservan
el plegamiento general del GPCR. Diferentes nanocuerpos generardn diferentes estructuras cuaternarias
proporcionando nuevas interfases distintas para la formacion de redes cristalinas dando como resultado multiples
formas cristalinas a la vez que conservan el plegamiento general del GPCR.

[0107] Debido a que la cristalizacion implica una pérdida desfavorable de entropia conformacional en la molécula
gue se va a ensamblar en la red cristalina, los métodos que reducen la entropia conformacional de la diana mientras
estan todavia en solucion deberian mejorar la probabilidad de cristalizacién mediante la reduccién de la
penalizacién entropica neta de la formacion de redes. El enfoque de 'reduccion de entropia superficial' ha
demostrado ser altamente eficaz (Derewenda 2004). Asimismo, las 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 ensayos de cristalizacién. Por lo tanto, se descubri6
sorprendentemente que los nanocuerpos de la presente invencion se pueden usar como herramientas para
aumentar la probabilidad de obtener cristales bien ordenados minimizando la heterogeneidad conformacional en el
GPCR diana mediante la unién a una conformacion particular del receptor.

[0108] La cristalizacion de los 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
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contacto de la proteina con las cadenas acilicas de los fosfolipidos son hidrofébicos, mientras que las superficies
polares estan expuestas a los grupos de cabeza polares de los lipidos y a las fases acuosas. Para obtener cristales
tridimensionales bien ordenados -un prerrequisito para el andlisis estructural de rayos X con alta resolucion- los
GPCR se solubilizan con la ayuda de detergentes y se purifican como complejos proteina-detergente. La micela de
detergente cubre la superficie hidrofébica de la proteina de membrana de una manera similar a un cinturén (Hunte
y Michel 2002; Ostermeier et al. 1995). Los complejos GPCR-detergente forman cristales tridimensionales donde
se forman contactos entre moléculas de proteinas adyacentes por las superficies polares de la proteina que salen
de la micela de detergente (Day et al. 2007). Obviamente, la micela de detergente requiere espacio en la red
cristalina. Aunque las interacciones atractivas entre las micelas pueden estabilizar el empaquetamiento cristalino
(Rasmussen et al. 2007; Dunn et al. 1997), estas interacciones no conducen a contactos cristalinos rigidos. Debido
a que muchas proteinas de membrana, incluidos los GPCR, contienen dominios hidrofilicos relativamente pequefios
o altamente flexibles, una estrategia para aumentar la probabilidad de conseguir cristales bien ordenados es
agrandar la superficie polar de la proteina y/o a reducir su flexibilidad. Asi, los nanocuerpos de la presente invencion
se pueden usar para agrandar las superficies polares de la proteina, complementando la cantidad de superficie de
proteina que puede facilitar contactos primarios entre moléculas en la red cristalina. Los nanocuerpos de la presente
invencion pueden reducir también la flexibilidad de sus regiones extracelulares para hacer crecer cristales bien
ordenados. Los nanocuerpos son especialmente adecuados para este fin porque estdn compuestos de un dominio
globular rigido Unico y estan desprovistos de regiones conectoras flexibles, a diferencia de los anticuerpos
convencionales o los fragmentos derivados tales como los Fab.

[0109] EI complejo que comprende el dominio de unidn a proteinas como se describe en la presente y el GPCR
diana en un estado conformacional funcional, preferiblemente un estado conformacional activo, se puede cristalizar
usando cualquiera de una variedad de métodos de cristalizacion especializados para proteinas de membrana,
muchos de los cuales se revisan en Caffrey (2003). En términos generales, los métodos son métodos basados en
lipidos que incluyen la adicién de lipido al complejo de GPCR-nanocuerpo antes de la cristalizacion. Tales métodos
se han usado previamente para cristalizar otras proteinas de membrana. Muchos de estos métodos, incluido el
método de cristalizacion de fase cubica lipidica y el método de cristalizacion de bicelas, explotan las propiedades
de autoensamblaje espontadneo de los lipidos y el detergente como vesiculas (método de fusién de vesiculas),
micelas discoidales (método de bicelas) y cristales liquidos o mesofases (en el método de fase cubica 0 meso). Se
describen métodos de cristalizacion de fases cubicas lipidicas en, por ejemplo: Landau et al. 1996; Gouaux 1998;
Rummel et al. 1998; Nollert et al. 2004, cuyas publicaciones se incorporan por referencia para la divulgacion de
esos métodos. Se describen métodos de cristalizacion de bicelas en, por ejemplo: Faham et al. 2005; Faham et al.
2002, cuyas publicaciones se incorporan por referencia para la divulgacion de esos métodos.

[0110] Se describe ademéas en la presente el uso de un dominio de unién a proteinas como se ha descrito
anteriormente para resolver una estructura de un GPCR. La estructura de una proteina, en particular un GPCR,
incluye la estructura primaria, secundaria, terciaria y, si corresponde, cuaternaria de dicha proteina. La "resolucién
de la estructura" como se utiliza en la presente se refiere a la determinacion de la disposicion de los atomos o las
coordenadas atomicas de una proteina y se hace a menudo por un método biofisico, tal como la cristalografia de
rayos X.

[0111] En la cristalografia de rayos X, los datos de difraccién cuando se ensamblan debidamente da 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 se puede obtener sencillamente por sintesis de Fourier. Para un complejo proteico,
el éxito para derivar informacion de fase a partir de una sustitucion molecular (MR) solo es discutible cuando la
fraccion de proteinas con una estructura conocida (los modelos de busqueda) es baja (menos de un 50% del
contenido de aminoacidos) y/o cuando los cristales exhiben una calidad de difraccion limitada. Aunque la
combinacién de sustitucion isomorfa multiple (MIR) y la determinacion de fases MR ha demostrado ser exitosa para
los complejos proteicos (por ejemplo, Ostermeier et al. 1995; Li et al. 1997; Hunte et al. 2000), el requisito de
produccién de un buen derivado de atomo pesado es casi siempre problematico. A lo largo de la década pasada,
los enfoques de MIR tradicionales han sido generalmente reemplazados por el uso de datos de dispersion andmalos
usando principalmente la incorporacién de selenometionina (SeMet) (MAD o SAD) (Hendrickson 1991). De hecho,
los datos experimentales andmalos que usan energias Se-edge proporcionan generalmente una informacion de
fase superior y menos sesgada en comparacion con datos de determinacion de fases tanto de MIR como de MR
basada en modelos. Un ejemplo se refiere al uso de nanocuerpos para la determinacion de fases de complejos
GPCR-nanocuerpo por MR o MAD. Los nanocuerpos se expresan generalmente de manera robusta y son
adecuados para la incorporacion de SeMet. La determinacion de fases de un complejo de GPCR-nanocuerpo
introduciendo todos los sitios SeMet solo en el nanocuerpo elude la necesidad de incorporar sitios SeMet en el
GPCR.

[0112] En muchos casos, la obtencidn de un cristal de calidad de difraccién es la principal barrera para resolver su
estructura de resolucion atdmica. Asi, segun formas de realizacion especificas, los nanocuerpos de la invencion se
pueden usar para mejorar la calidad de difraccion de los cristales de modo que se pueda resolver la estructura
cristalina de la proteina GPCR.
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[0113] Hay gran interés en la informacion estructural para ayudar a guiar el descubrimiento de farmacos de GPCR.
Para los GPCR cuyas estructuras se han resuelto ahora, se ha demostrado que estos esfuerzos de modelado son
imprecisos al nivel requerido por los disefiadores de farmacos in silico. Con las estructuras de estado inactivo del
B2AR, el B1AR y el receptor A2A, los quimicos farmacéuticos ahora tienen datos experimentales para guiar el
desarrollo de ligandos para varias dianas terapéuticas activas. Sin embargo, el valor de estas estructuras de alta
resolucion para el cribado in silico puede ser limitado. Estudios de acoplamiento molecular recientes usando la
estructura cristalina de B2AR como un molde identificaron seis ligandos de B2AR nuevos que se unieron con
afinidades que varian de 9 nM a 4 uM; sin embargo, cada compuesto exhibié actividad de agonista inverso. Mas
alla de la cristalizacién de mas GPCR, deben desarrollarse métodos para la adquisicién de estructuras de
receptores unidos a diferentes clases de ligandos incluidos agonistas, antagonistas, reguladores alostéricos y/o
proteinas G. Por ejemplo, los cristales de receptores unidos a un agonista pueden proporcionar representaciones
tridimensionales de los estados activos de los GPCR. Estas estructuras ayudaran a clarificar los cambios
conformacionales que conectan los sitios de unién de ligando y de interacciéon con proteinas G, y conducen a
hipétesis mecanicistas mas precisas y finalmente a nuevos tratamientos. Dada la flexibilidad conformacional
inherente a los GPCR activados por ligando y la heterogeneidad superior exhibida por los receptores unidos a un
agonista, estabilizar tal estado no es facil. Tales esfuerzos pueden beneficiarse de la estabilizacion de la
conformacion del receptor unido a un agonista mediante la adicion de dominios de unién a proteinas que son
especificos de un estado conformacional activo del receptor. Especialmente adecuados son los nanocuerpos que
muestran un comportamiento similar a proteinas G y exhiben propiedades cooperativas con respecto a la unién de
un agonista, tal y como se han previsto en la presente invencion (véase la seccion de Ejemplos).

[0114] De conformidad con esto, un método de determinacion de una estructura cristalina de un GPCR en un estado
conformacional funcional se describe en la presente, donde dicho método comprende los pasos de:

(i) proporcionar un dominio de unién a proteinas como se describe en la presente, un GPCR diana vy,
opcionalmente, un ligando del receptor, y

(i) formar un complejo del dominio de unidn a proteinas, el GPCR y, opcionalmente, el ligando del receptor, y
(iii) cristalizar dicho complejo del paso (ii) para formar un cristal,

donde se determina la estructura cristalina de un GPCR en un estado conformacional funcional, preferiblemente el
estado conformacional activo.

[0115] Dicha determinacién de la estructura cristalina se puede realizar por un método biofisico tal como la
cristalografia de rayos X. El método puede comprender ademas un paso de obtencion de las coordenadas atomicas
del cristal (como se ha definido anteriormente).

Captura y/o purificacién de un GPCR en un estado conformacional funcional

[0116] Otro ejemplo se refiere a un método para capturar y/o purificar un GPCR en un estado conformacional
funcional, preferiblemente un estado conformacional activo, haciendo uso de cualquiera de los dominios de unién
a proteinas descritos anteriormente, o complejos o composiciones celulares que comprenden tales dominios de
uniéon a proteinas. La captura y/o la purificacion de un GPCR, en un estado conformacional funcional,
preferiblemente un estado conformacional activo, permitira la cristalizacién posterior, la caracterizacion de ligandos
y el cribado de compuestos, inmunizaciones, entre otros. En la préactica, tales métodos y técnicas incluyen, sin
limitacion, métodos basados en la afinidad tales como la cromatografia de afinidad, la purificacion de afinidad, la
inmunoprecipitacién, la deteccién de proteinas, la inmunoquimica, la expresion en superficie, entre otros, y todos
son bien conocidos por las personas expertas en la materia.

[0117] Asi, un ejemplo particular se refiere al uso de un dominio de unién a proteinas descrito en la presente, o un
complejo 0 una composicion celular que comprende el mismo como se ha descrito en la presente antes, para
capturar un GPCR en un estado conformacional funcional, preferiblemente para capturar un GPCR en su estado
conformacional activo. Opcionalmente, pero no necesariamente, la captura de un GPCR en su estado
conformacional funcional como se ha descrito anteriormente puede incluir capturar un GPCR en un estado
conformacional funcional en complejo con un ligando del receptor o una o mas proteinas de interaccion aguas
abajo.

[0118] De conformidad con esto, también se describe en la presente un método de captura de un GPCR en un
estado conformacional funcional, donde dicho método comprende los pasos de:

(i) proporcionar un dominio de unién a proteinas como se describe en la presente y un GPCR diana 'y
(i) formar un complejo del dominio de unién a proteinas y el GPCR,
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donde se captura un GPCR en un estado conformacional funcional, preferiblemente un estado conformacional
activo.

[0119] Mas especificamente, también se prevé en la presente un método de captura de un GPCR en un estado
conformacional funcional, donde dicho método comprende los pasos de:

(i) aplicar una solucién que contiene un GPCR en una pluralidad de estados conformacionales a un soporte
sélido que posee un dominio de unioén a proteinas inmovilizado como se describe en la presente, y

(i) formar un complejo del dominio de unién a proteinas y el GPCR, y

(iii) eliminar moléculas unidas débilmente o no unidas,

donde un GPCR se captura en un estado conformacional funcional, preferiblemente un estado conformacional
activo.

[0120] Se apreciara que cualquiera de los métodos descritos anteriormente puede comprender ademas el paso de
purificar el complejo del dominio de unién a proteinas y el GPCR en su estado conformacional funcional.

Aplicaciones terapéuticas y diagnésticas

[0121] Tradicionalmente, se usan moléculas pequefias para el desarrollo de farmacos dirigidos contra los GPCR,
no solo porque las compafiias farmacéuticas tienen razones historicas para trabajar con estas, sino de manera méas
importante debido a las limitaciones estructurales de los GPCR de la familia 1, que tienen el sitio de unién de ligando
en la hendidura transmembranaria (Nat Rev Drug Discov. (2004) The state of GPCR research in 2004.Nature
Reviews Drug Discovery GPCR Questionnaire Participants 3(7): 575, 577-626). Por esta razén result6 ser dificil o
imposible generar anticuerpos monoclonales contra esta clase de dianas. Los dominios de unién a proteinas
descritos en la presente, en particular los nanocuerpos, pueden resolver este problema particular por medio de su
propiedad intrinseca de unién a través de bucles de CDR extendidos en cavidades.

[0122] Por consiguiente, se describe ademas en la presente una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de un dominio de union a proteinas como se describe en la presente y al menos
uno de entre un portador, adyuvante o diluyentes farmacéuticamente aceptables.

[0123] 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
mismos, no inducen la produccion de anticuerpos nocivos para el individuo que recibe la composicién ni provocan
proteccion. Asi, los portadores farmacéuticamente aceptables son intrinsecamente no tdxicos y no terapéuticos, y
son conocidos por el experto en la materia. Los portadores o adyuvantes adecuados comprenden tipicamente uno
0 mas de los compuestos incluidos en la siguiente lista no exhaustiva: macromoléculas grandes metabolizadas
lentamente tales como proteinas, polisacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos,
copolimeros de aminoéacidos y particulas viricas inactivas. Los portadores o adyuvantes pueden ser, como un
ejemplo no limitativo, solucién de Ringer, solucidon de dextrosa o solucion de Hank. También pueden usarse
soluciones no acuosas tales como aceites fijos y oleato de etilo. Un excipiente preferido es dextrosa al 5% en
solucidn salina. El excipiente puede contener cantidades pequefas de aditivos tales como sustancias que mejoran
la isotonicidad y la estabilidad quimica, incluidos tampones y conservantes.

[0124] La administracion de un dominio de unién a proteinas como se describe en la presente 0 una composicion
farmacéutica del mismo puede ser por administracién por via oral, inhalada o parenteral. Por ejemplo, el dominio
de unién a proteinas se puede administrar a través de una administracion intratecal o intracerebroventricular. El
compuesto activo puede administrarse solo o preferiblemente formularse como una composicion farmacéutica. Una
cantidad eficaz para tratar una cierta enfermedad o trastorno que expresa el antigeno reconocido por el dominio de
unién a proteinas depende de los factores usuales como la naturaleza y la gravedad del trastorno que se esta
tratando y el peso del mamifero. Sin embargo, una dosis unitaria estard normalmente en el rangode 0,1 mga 1 g,
por ejemplo, de 0,1 a 500 mg, por ejemplo, de 0,1 a 50 mg o de 0,1 a 2 mg de dominio de unién a proteinas o una
composicion farmacéutica del mismo. Normalmente se administraran las dosis unitarias una vez al mes, una vez a
la semana, bisemanalmente, una vez o mas de una vez al dia, por ejemplo 2, 3, 0 4 veces al dia, mas normalmente
de 1 a 3 veces al dia. Se prefiere inmensamente que el dominio de unién a proteinas 0 una composicion
farmacéutica del mismo se administre en la forma de una composicién de dosis unitaria, tal como una composicion
de dosis unitaria oral, parenteral o inhalada. Tales composiciones se preparan mediante mezcla y se adaptan
adecuadamente para la administracién oral, inhalada o parenteral, y como tales pueden estar en forma de
comprimidos, capsulas, preparaciones liquidas orales, polvos, granulos, pastillas, polvos reconstituibles, soluciones
inyectables e infusibles o suspensiones o supositorios 0 aerosoles. Los comprimidos y las capsulas para la
administracion oral se presentan normalmente en una dosis unitaria y contienen excipientes convencionales tales
como agentes aglutinantes, productos de relleno, diluyentes, agentes de fabricacién de comprimidos, lubricantes,
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desintegrantes, colorantes, saborizantes y agentes humectantes. Los comprimidos pueden recubrirse segin
métodos bien conocidos en la técnica. Los productos de relleno adecuados para el uso incluyen celulosa, manitol,
lactosa y otros agentes similares. Los desintegrantes adecuados incluyen almidén, polivinilpirrolidona y derivados
del almidéon como el almidén glicolato sédico. Los lubricantes adecuados incluyen, por ejemplo, estearato de
magnesio. Los agentes humectantes farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen laurilsulfato sédico. Estas
composiciones orales sdlidas se pueden preparar por métodos convencionales de mezcla, relleno, fabricacion de
comprimidos o similares. Se pueden usar operaciones de mezcla repetidas para distribuir el agente activo en todas
aquellas composiciones utilizando grandes cantidades de productos de relleno. Tales operaciones son, por
supuesto, convencionales en la técnica. Las preparaciones liquidas orales pueden estar en forma de, por ejemplo,
soluciones, emulsiones, jarabes, elixires o suspensiones oleosas 0 acuosas 0 se pueden presentar como un
producto seco para la reconstitucién con agua u otro vehiculo adecuado antes de usar. Tales preparaciones liquidas
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 sorbitan o acacia; vehiculos no acuosos
(que pueden incluir aceites comestibles), por ejemplo, aceite de almendras, aceite de coco fraccionado, ésteres
oleaginosos tales como ésteres de glicerina, propilenglicol o alcohol etilico; conservantes, por ejemplo p-
hidroxibenzoato de metilo o propilo o &cido sorbico y, si se desea, agentes saborizantes o colorantes
convencionales. Las formulaciones orales incluyen también formulaciones de liberacién prolongada
convencionales, tales como comprimidos o granulos con un revestimiento entérico. Preferiblemente, las
composiciones para inhalacion se presentan para la administracién a las vias respiratorias como un rapé o un
aerosol o solucién para un nebulizador, o como un polvo microfino para insuflacién, solo o en combinacién con un
portador inerte tal como la lactosa. En tal caso, las particulas de compuesto activo tienen adecuadamente didmetros
de menos de 50 micras, preferiblemente menos de 10 micras, por ejemplo, entre 1 y 5 micras, tal como entre 2y 5
micras. Una dosis inhalada favorecida estara en el rango de 0,05 a 2 mg, por ejemplo, de 0,05 a 0,5 mg, de 0,1 a
1 mg o de 0,5 a 2 mg. Para la administracion parenteral, se preparan formas de dosis unitaria fluidas con un
compuesto descrito en la presente y un vehiculo estéril. EI compuesto activo, en funcién del vehiculo y la
concentracion, puede estar o suspendido o disuelto. Las soluciones parenterales se preparan normalmente
disolviendo el compuesto en un vehiculo y esterilizando con filtro antes de meterlas en un frasco o ampolla
adecuado y sellarlo. Ventajosamente, los adyuvantes tales como un anestésico local, conservantes y agentes
tamponadores se disuelven también en el vehiculo. Para mejorar la estabilidad, la composicion se puede congelar
después de meterla en el frasco y eliminar el agua al vacio. Las suspensiones parenterales se preparan
sustancialmente de la misma manera excepto que el compuesto se suspende en el vehiculo en vez de disolverse
y esterilizarse por exposicion a 6xido de etileno antes de suspenderlo en el vehiculo estéril. Ventajosamente, se
incluye en la composicion un surfactante o agente humectante para facilitar la distribucion uniforme del compuesto
activo. Cuando proceda, pueden incluirse cantidades pequefias de broncodilatadores, por ejemplo, aminas
simpaticomiméticas tales como la isoprenalina, la isoetarina, el salbutamol, la fenilefrina y la efedrina; derivados de
la xantina tales como la teofilina y la aminofilina y corticosteroides tales como la prednisolona y estimulantes
suprarrenales tales como la ACTH. Como es practica comun, las composiciones estardn acompafadas usualmente
por direcciones escritas o impresas para usar en el tratamiento médico en cuestion.

[0125] La administracion de dominios de unidn a proteinas, en particular nanocuerpos, en las células se puede
realizar como se describe para péptidos, polipéptidos y proteinas. Si el antigeno es extracelular o un dominio
extracelular, el dominio de unién a proteinas puede ejercer su funcién uniéndose a este dominio, sin necesidad de
una administracion intracelular. Los dominios de unién a proteinas como se describe en la presente pueden dirigirse
a epitopos conformacionales intracelulares de los GPCR de interés. Para usar estos dominios de unién a proteinas
como tratamientos eficaces y seguros dentro de una célula, la administracion intracelular se puede mejorar
mediante sistemas de administracién o transduccion de proteinas conocidos en la técnica. Los dominios de
transduccion de proteinas (PTD) han atraido un interés considerable en el campo de la administracion de farmacos
por su capacidad para transponerse a través de membranas bioldgicas. Los PTD son secuencias relativamente
cortas (1-35 aminoacidos) que confieren esta actividad de translocacion aparente a las proteinas y otras cargas
macromoleculares a las que estan conjugadas, fusionadas o con las que forman complejos (Sawant y Torchilin
2010). El péptido TAT derivado del VIH (YGRKKRRQRRR), por ejemplo, se ha usado ampliamente para la
administracion intracelular de varios agentes que varian desde moléculas pequefias hasta proteinas, péptidos,
rango de nanoportadores farmacéuticos y agentes de obtencién de imagenes. Alternativamente, también pueden
usarse mecanismos endociticos mediados por receptores para la administracion intracelular de farmacos. Por
ejemplo, la via de internalizacién mediada por receptores de transferrina es una via de absorcion celular eficiente
gue se ha aprovechado para la administracion especifica de sitio de farmacos y proteinas (Qian et al. 2002). Esto
se consigue tanto quimicamente por conjugacion de transferrina con farmacos o proteinas terapéuticos como
genéticamente por infusion de péptidos o proteinas terapéuticos en la estructura de transferrina. Las proteinas que
existen naturalmente (tales como la proteina de unién al hierro transferrina) son muy Utiles en esta area de direccion
de farmacos, ya que estas proteinas son biodegradables, no téxicas y no inmundégenas. Ademas, pueden conseguir
la direccion especifica de sitio debido a las altas cantidades de sus receptores presentes en la superficie celular.
Todavia otros sistemas de administracion incluyen, sin el fin de ser limitativos, sistemas de administracion basados
en polimeros y liposomas.
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[0126] La eficacia de los dominios de union a proteinas como se describe en la presente, y de composiciones que
comprenden los mismos, se puede evaluar usando cualquier ensayo in vitro, ensayo en células, ensayo in vivo y/o
modelo animal adecuados conocidos per se, o cualquier combinacién de los mismos, en funcion de la enfermedad
o trastorno especifico implicado.

[0127] Se describe ademas en la presente el uso del dominio de unién a proteinas o la composicion farmacéutica
como se ha descrito anteriormente para modular la actividad de sefializacién de GPCR.

[0128] Los dominios de unién a proteinas como se describe en la presente pueden unirse al GPCR para activar o
aumentar la sefializacion del receptor; o alternativamente para reducir o inhibir la sefializacién del receptor. Los
dominios de union a proteinas como se describe en la presente también pueden unirse al GPCR de manera que
bloquean la actividad constitutiva del GPCR. Los dominios de unién a proteinas como se describe en la presente
también pueden unirse al GPCR de manera que medien la modulacion alostérica (por ejemplo, se unen al GPCR
en un sitio alostérico). De esta manera, los dominios de union a proteinas pueden modular la funcién del receptor
uniéndose a diferentes regiones en el receptor (por ejemplo, en sitios alostéricos). Se hace referencia por ejemplo
a George et al. (2002), Kenakin (2002) y Rios et al. (2001). Los dominios de union a proteinas como se describe en
la presente también pueden unirse al GPCR de manera que prolonguen la duracién de la sefializacién mediada por
GPCR o0 que mejoren la sefializacion del receptor por aumento de la afinidad receptor-ligando. Ademas, los
dominios de unién a proteinas como se describe en la presente también pueden unirse al GPCR de manera que
inhiban o mejoren el ensamblaje de homdmeros o heterémeros funcionales de GPCR.

[0129] En un ejemplo particular, el dominio de unién a proteinas o la composicion farmacéutica como se ha descrito
anteriormente bloquea la sefializacion mediada por proteinas G.

[0130] En otro ejemplo, el dominio de unién a proteinas o la composicion farmacéutica como se ha descrito
anteriormente se prevé para usar en el tratamiento de una enfermedad relacionada con los GPCR, tal como cancer,
enfermedad autoinmune, enfermedad infecciosa, enfermedad neuroldgica, enfermedad cardiovascular.

[0131] Algunos de los dominios de unidn a proteinas descritas anteriormente pueden tener utilidad terapéutica y se
pueden administrar a un sujeto que tiene una afeccién para tratar al sujeto para la afeccion. La utilidad terapéutica
para un dominio de unién a proteinas puede determinarse por el GPCR al que se une el dominio de unién a
proteinas, ya que la sefializacion a través de ese GPCR esté vinculada a la afeccién. En ciertos casos, el GPCR se
puede activar en la afeccion por union a un ligando. En otros ejemplos, el GPCR se puede mutar para volverlo
constitutivamente activo, por ejemplo. Se puede emplear un dominio de unién a proteinas en cuestion para el
tratamiento de una afeccion mediada por GPCR tal como esquizofrenia, cefalea migrafiosa, reflujo, asma,
broncoespasmo, hipertrofia prostatica, Ulceras, epilepsia, angina, alergia, rinitis, cancer, por ejemplo, cancer de
préstata, glaucoma y accidente cerebrovascular. Otras afecciones relacionadas con los GPCR ejemplares en la
base de datos On-line Mendelian Inheritance in Man encontrada en el sitio web mundial del NCBI. Asi, también se
prevé en la presente el uso de un dominio de unién a proteinas o de una composicion farmacéutica para el
tratamiento de una enfermedad o trastorno relacionado con los GPCR.

[0132] En un ejemplo méas especifico, el dominio de unién a proteinas puede unirse al receptor f2-adrenérgico, en
cuyo caso se puede emplear en el tratamiento de una afeccion que requiere la relajacion del masculo liso del Gtero
o0 el sistema vascular. Tal dominio de unién a proteinas se puede usar asi para la prevencion o alivio de los dolores
del parto prematuros en el embarazo o en el tratamiento del asma crénico o agudo, la urticaria, la psoriasis, la rinitis,
la conjuntivitis alérgica, la actinitis, la fiebre del heno o la mastocitosis, afecciones que han sido vinculadas al f2-
adrenorreceptor. En estos ejemplos, el dominio de unidén a proteinas se puede emplear como agentes
coterapéuticos para usar en combinacion con otras sustancias farmacoldgicas tales como sustancias
farmacoldgicas antiinflamatorias, broncodilatadoras o antihistaminicas, particularmente en el tratamiento de
enfermedades obstructivas o inflamatorias de las vias respiratorias tales como las mencionadas anteriormente, por
ejemplo como potenciadores de la actividad terapéutica de tales farmacos o como un medio de reduccion de la
dosificacién requerida o los efectos secundarios potenciales de tales farmacos. Un dominio de unién a proteinas
en cuestion se puede mezclar con la otra sustancia farmacolégica en una composicion farmacéutica fija o se puede
administrar por separado, antes, simultaneamente con o después de la otra sustancia farmacolédgica. En términos
generales, estos protocolos implican la administraciéon, a un individuo que sufre una enfermedad o trastorno
relacionado con los GPCR, de una cantidad eficaz de un dominio de union a proteinas que modula un GPCR para
modular el GPCR en el huésped y tratar al individuo para el trastorno.

[0133] En algunos ejemplos, cuando se desea una reduccién en la actividad de un cierto GPCR, pueden
administrarse uno o0 mas compuestos que reduzcan la actividad del GPCR, mientras que cuando se desea un
aumento en la actividad de un cierto GPCR, pueden administrarse uno o mas compuestos que aumenten la
actividad de la actividad de GPCR.
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[0134] Se puede tratar a una variedad de individuos segun los métodos en cuestion. Generalmente, tales individuos
son mamiferos o pertenecientes a los mamiferos, donde estos términos se usan en términos generales para
describir organismos que se incluyen en la clase de los mamiferos, incluidas las érdenes de los carnivoros (por
ejemplo, perros y gatos), los roedores (por ejemplo, ratones, conejillos de Indias y ratas) y los primates (por ejemplo,
seres humanos, chimpancés y monos). En muchos ejemplos, los individuos seran humanos. Los métodos de
tratamiento en cuestién se realizan tipicamente en individuos con tales trastornos o en individuos con un deseo de
evitar tales trastornos.

[0135] El dominio de union a proteinas o el complejo como se describe en la presente también puede ser Util para
el diagndstico o prondstico de una enfermedad relacionada con los GPCR, tal como céancer, enfermedad
autoinmune, enfermedad infecciosa, enfermedad neurolégica, enfermedad cardiovascular.

Identificacién de compuestos dirigidos selectivamente a un GPCR en un estado conformacional funcional

[0136] En el proceso de cribado de compuestos, optimizacion de cabezas de serie y descubrimiento de farmacos,
hay un requisito para ensayos de cribado mas rapidos, méas eficaces, menos costosos y especialmente ricos en
informacién que proporcionen informacion simultdnea sobre varias caracteristicas de compuestos y sus efectos
sobre varias vias celulares (es decir, eficacia, especificidad, toxicidad y metabolismo de farmacos). Por tanto, existe
una necesidad de cribar rapida y econémicamente gran nimero de compuestos para identificar nuevos ligandos
especificos de un GPCR de interés, preferiblemente ligandos especificos de conformacion, que pueden ser
potenciales nuevos candidatos de farmacos. La presente invencion resuelve este problema proporcionando
nanocuerpos que estabilizan y/o bloquean un GPCR en un estado conformacional activo que pueden luego usarse
como inmundgenos o reactivos de seleccion para el cribado en una variedad de contextos. Una ventaja principal
de los dominios de unién a proteinas como se describe en la presente es que un GPCR se puede mantener en una
conformacién funcional estabilizada, preferiblemente en una conformacion de estado activo. Por ejemplo, los
compuestos de bibliotecas que se unen selectivamente a esta conformacion activa del receptor tienen una
propension mas alta a comportarse como agonistas debido a que la estabilizacién ortoestérica o alostérica de la
conformacion activa del GPCR provoca respuestas bioldgicas. Otra ventaja es que el dominio de unién a proteinas
aumenta la termoestabilidad de la conformacion activa del GPCR, que protege asi el GPCR contra la
desnaturalizacion irreversible o térmica inducida por las condiciones no nativas usadas en el cribado de compuestos
y el descubrimiento de fAdrmacos, sin la necesidad de depender de GPCR mutantes con una estabilidad aumentada.
Otra ventaja principal de la union a proteinas selectivas de conformacién como se describe en la presente es que
permiten rdpidamente y de una forma fiable cribar y diferenciar entre agonistas, agonistas inversos, antagonistas
y/o moduladores de los receptores, asi como inhibidores de los GPCR y vias dependientes de GPCR, aumentando
asi la probabilidad de identificar un ligando con las propiedades farmacoldgicas deseadas.

[0137] Para ilustrar esto adicionalmente, es un concepto bien establecido que la mayoria de los GPCR exhiben una
mayor afinidad de unién a un agonista cuando estan en complejo con una proteina G. Esto se atribuye a la
interaccion cooperativa entre el receptor ocupado por un agonista y la proteina G (Delean et al. 1980). Los dominios
de unién a proteinas como se describe en la presente, en particular los nhanocuerpos, son capaces de estabilizar
un estado conformacional activo de un GPCR (y, por tanto, muestran un comportamiento similar a proteinas G) y
desestabilizar estados conformacionales inactivos, aumentando asi la afinidad del GPCR por agonistas y
disminuyendo la afinidad por agonistas inversos o antagonistas. De ello se deduce que los dominios de unién a
proteinas, tales como nanocuerpos, como se describe en la presente que reconocen la conformacién funcional
activa del GPCR pueden usarse eficazmente en ensayos de cribado de alto rendimiento para cribar agonistas,
porque aumentan la afinidad del receptor por agonistas con respecto a agonistas inversos o antagonistas. De
manera reciproca, los dominios de union a proteinas, en particular nanocuerpos, que estabilizan la conformacion
de estado inactivo de un GPCR aumentaran la afinidad por un agonista inverso o un antagonista y reduciran la
afinidad por un agonista. Tales dominios de unién a proteinas pueden, por ejemplo, usarse para cribar agonistas
inversos. Por tanto, se prevén también en la presente dominios de unién a proteinas, particularmente nanocuerpos,
gue reconocen estados conformacionales funcionales particulares, modulando asi las afinidades por agonistas y
agonistas inversos de una manera reciproca.

[0138] Asi, se describe ademas en la presente el uso de los dominios de unién a proteinas, o los complejos, o las
composiciones celulares, todos como se ha descrito anteriormente, en los programas de cribado y/o identificacion
de parejas de union especifica de conformacion de un GPCR, que, en (ltima instancia, pueden conducir a
potenciales nuevos candidatos de farmacos.

[0139] Se prevé en la presente un método de identificacién de compuestos capaces de unirse selectivamente a un
estado conformacional funcional de un GPCR, donde dicho método comprende los pasos de:

(i) proporcionar un GPCR y un dominio de unién a proteinas capaz de unirse especificamente a un estado
conformacional funcional de dicho GPCR como se describe en la presente, y
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(i) proporcionar un compuesto de prueba, y
(i) evaluar si el compuesto de prueba se une al estado conformacional funcional del GPCR, y
(iv) seleccionar un compuesto que se une selectivamente al estado conformacional funcional del GPCR.

[0140] Preferiblemente, el método anterior comprende ademas un paso de formacion de un complejo que
comprende el dominio de unién a proteinas y el GPCR en un estado conformacional funcional, mas preferiblemente
en un estado conformacional activo.

[0141] Asi, también se prevé en la presente un método de identificacion de compuestos capaces de unirse
selectivamente a un estado conformacional funcional de un GPCR, donde dicho método comprende los pasos de:

(i) proporcionar un complejo que comprende un dominio de unién a proteinas como se describe en la presente
y un GPCR en un estado conformacional funcional, y

(i) proporcionar un compuesto de prueba, y

(i) evaluar si el compuesto de prueba se une al estado conformacional funcional del GPCR, y

(iv) seleccionar un compuesto que se une al estado conformacional funcional del GPCR.

[0142] Preferiblemente, el dominio de unién a proteinas como se usa en cualquiera de los métodos anteriores es
capaz de estabilizar y/o inducir un estado conformacional funcional de un GPCR tras la unidn. Preferiblemente,
dicho estado conformacional funcional de un GPCR se selecciona del grupo que consiste en un estado
conformacional basal o un estado conformacional activo o un estado conformacional inactivo (como se ha definido
anteriormente). Mas preferiblemente, dicho estado conformacional funcional de un GPCR es un estado
conformacional activo.

[0143] Preferiblemente, el dominio de union a proteinas como se usa en cualquiera de los métodos de cribado
anteriores comprende una secuencia de aminoacidos que comprende 4 regiones marco y 3 regiones determinantes
de la complementariedad, o cualquier fragmento adecuado de las mismas. Preferiblemente, dicho dominio de unién
a proteinas deriva de un anticuerpo de camélido. Mas preferiblemente, dicho dominio de unién a proteinas
comprende una secuencia de nanocuerpo o cualquier fragmento adecuado de la misma. En particular, dicho
nanocuerpo comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1-29 o cualquier
fragmento adecuado de las mismas.

[0144] Otras preferencias para los dominios de unién a proteinas y/o los complejos son tal y como se ha definido
anteriormente.

[0145] En un ejemplo preferido, el dominio de unién a proteinas, el GPCR o el complejo que comprende el dominio
de union a proteinas y el GPCR, como se usa en cualquiera de los métodos de cribado anteriores, se proporcionan
como células enteras o extractos (de organulos) celulares tales como extractos de membranas o fracciones de las
mismas, o0 se pueden incorporar en capas lipidicas o vesiculas (que comprenden lipidos naturales y/o sintéticos),
lipoparticulas de alta densidad o cualquier nanoparticula, tales como nanodiscos, o se proporcionan como VLP, de
modo que se retiene una funcionalidad suficiente de las respectivas proteinas. Preparaciones de los GPCR
formadas a partir de fragmentos de membranas o extractos de membrana-detergente se revisan en detalle en
Cooper (2004), incorporada en la presente por referencia. Alternativamente, los GPCR y/o el complejo también se
pueden solubilizar en detergentes. Ejemplos no limitativos de preparaciones de receptor solubilizado se
proporcionan mas adelante en la seccion de Ejemplos.

[0146] A menudo se preferira el cribado de alto rendimiento de dianas de GPCR para parejas de union especifica
de conformacion. Esto se facilitara mediante la inmovilizaciéon de un dominio de unién a proteinas como se describe
en la presente, un GPCR en un estado conformacional funcional o un complejo que los comprende, sobre un soporte
o superficie sélida adecuada que se puede disponer en matrices o, de otro modo, multiplexarse. Los ejemplos no
limitativos de soportes solidos adecuados incluyen perlas, columnas, laminas, chips o placas.

[0147] Mas particularmente, los soportes solidos pueden estar en forma particulada (por ejemplo, perlas o granulos,
generalmente usados en columnas de extraccién) o de lamina (por ejemplo, membranas o filtros, portaobjetos de
vidrio o de plastico, placas de ensayo de microtitulacién, varilla de medicién, dispositivos de relleno capilar o
similares) que pueden ser fibras o tubos planos, plisados o huecos. Las matrices siguientes se proporcionan como
ejemplos y no son exhaustivas, tales ejemplos podrian incluir silice (silice amorfa porosa), es decir, la serie FLASH
de cartuchos que contienen silice irregular 60A (32-63 um o 35-70 um) suministrada por Biotage (una divisién de
Dyax Corp.), soportes de agarosa o poliacrilamida, por ejemplo, el rango de productos de sefarosa 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 presiéon 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
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un sensor dependiente de la masa, por ejemplo, un detector de resonancia de plasmén de superficie. Ejemplos
adicionales de soportes disponibles comercialmente se discuten en, por ejemplo, Protein Immobilisation, R.F. Taylor
ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, (1991).

[0148] La inmovilizacion puede ser tanto no covalente como covalente. En particular, la inmovilizaciéon o adsorcién
no covalente sobre una superficie sélida del dominio de unién a proteinas, el GPCR o el complejo que comprende
dicho dominio de union a proteinas y dicho GPCR como se describe en la presente puede ocurrir a través de un
recubrimiento de superficie con cualquiera de entre un anticuerpo, o estreptavidina o avidina, o un ion metalico, que
reconoce un marcador molecular unido al dominio de unién a proteinas o el GPCR, segun técnicas estandar
conocidas por la persona experta (por ejemplo, marcador de biotina, marcador de histidina, etc.).

[0149] En particular, el dominio de unién a proteinas, el GPCR o el complejo que comprende dicho dominio de unién
a proteinas y dicho GPCR, como se describe en la presente, se pueden unir a una superficie sélida por reticulacion
covalente usando quimicas de acoplamiento convencionales. Una superficie sdélida puede comprender
naturalmente residuos reticulables adecuados para la unién covalente o puede recubrirse o derivatizarse para
introducir grupos reticulables adecuados segin métodos bien conocidos en la técnica. En un ejemplo particular, se
retiene una funcionalidad suficiente de la proteina inmovilizada después de un acoplamiento covalente directo con
la matriz deseada a través de una fraccion reactiva que no contiene un brazo separador quimico. Ejemplos
adicionales e informacién méas detallada sobre métodos de inmovilizacion de (fragmentos de) anticuerpos sobre
soportes solidos se discuten en Jung et al. (2008); de forma similar, se revisan métodos de inmovilizacion de
receptores de membrana en Cooper (2004); ambos se incorporan en la presente por referencia.

[0150] Los avances en biologia molecular, particularmente a través de mutagénesis dirigida al sitio, permiten la
mutacion de residuos de aminoacidos especificos en la secuencia de una proteina. La mutacién de un aminoécido
particular (en una proteina con estructura conocida o inferida) en una lisina o cisteina (u otro aminoacido deseado)
puede proporcionar un sitio especifico para un acoplamiento covalente, por ejemplo. También es posible redisefiar
una proteina especifica para alterar la distribucion de aminoécidos disponibles superficiales implicados en el
acoplamiento quimico (Kallwass et al, 1993) en efecto controlando la orientacion de la proteina acoplada. Un
enfoque similar se puede aplicar a los dominios de unién a proteinas descritos en la presente, asi como a los GPCR
estabilizados conformacionalmente, ya sea comprendidos o no en un complejo, proporcionando asi un medio de
inmovilizacién orientada sin la adicion de otras colas de péptidos o dominios que contienen aminoéacidos tanto
naturales como no naturales. En caso de un anticuerpo o fragmento de un anticuerpo, tal como un nanocuerpo, se
prefiere la introduccion de mutaciones en la regiébn marco, minimizando la interrupcién de la actividad de union al
antigeno del (fragmento de) anticuerpo.

[0151] Convenientemente, las proteinas inmovilizadas se pueden usar en procesos de inmunoabsorcién tales como
inmunoensayos, por ejemplo ELISA, o procesos de purificacion de inmunoafinidad poniendo en contacto las
proteinas inmovilizadas con una muestra de prueba segin métodos estandar convencionales en la técnica.
Alternativamente, y particularmente para usos de alto rendimiento, las proteinas inmovilizadas se pueden disponer
en matrices o, de otro modo, multiplexarse. Preferiblemente, las proteinas inmovilizadas se usan para el cribado y
la seleccién de compuestos que se unen especificamente a un GPCR en un estado conformacional funcional, en
particular un GPCR en un estado conformacional activo.

[0152] Se apreciarda que tanto el dominio de unién a proteinas como el GPCR en un estado conformacional
funcional, o el complejo que comprende dicho dominio de unién a proteinas y dicho GPCR, pueden inmovilizarse,
en funcién del tipo de aplicacion o el tipo de cribado que sea necesario realizar. Ademas, la eleccion del dominio
de uniodn a proteinas que estabiliza GPCR (dirigido a un epitopo conformacional particular del GPCR), determinara
la orientaciéon del GPCR vy, por consiguiente, el resultado deseado de la identificacién de compuestos, por ejemplo,
compuestos que se unen especificamente a partes extracelulares, partes intramembranarias o partes intracelulares
de dicho GPCR conformacionalmente estabilizado.

[0153] Alternativamente, el compuesto de prueba (o una biblioteca de compuestos de prueba) se puede inmovilizar
en una superficie sélida, tal como la superficie de un chip, mientras que el dominio de unién a proteinas, el GPCR
o el complejo se proporcionan, por ejemplo, en una solucion detergente 0 en una preparacion similar a una
membrana.

[0154] Mas preferiblemente, ni el dominio de union a proteinas ni el GPCR ni el compuesto de prueba estan
inmovilizados, por ejemplo, en los protocolos de seleccion de expresion en fagos en soluciéon o ensayos de unién
de radioligandoss.

[0155] Se pueden usar varios métodos para determinar la unién entre el GPCR estabilizado y un compuesto de
prueba, incluidos, por ejemplo, ensayos de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA), ensayos de resonancia de
plasmoén de superficie, ensayos con chip, inmunocitofluorescencia, tecnologia de dos hibridos de levadura y
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expresion en fagos que son practica comun en la técnica, por ejemplo, en Sambrook et al. (2001), Molecular
Cloning, A Laboratory Manual. Tercera edicion. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.
Otros métodos de deteccion de la union entre un compuesto de prueba y un GPCR incluyen la ultrafiltracion con
métodos de espectroscopia de masas con pulverizacion i6nica/HPLC u otros métodos (bio)fisicos y analiticos. Los
métodos de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET), por ejemplo, bien conocidos por las
personas expertas en la técnica, también se pueden usar. Se apreciard que un compuesto de prueba unido se
puede detectar usando un marcador o etiqueta Unica asociada al compuesto, tal como un marcador peptidico, un
marcador de acido nucleico, un marcador quimico, un marcador fluorescente o un marcador de radiofrecuencia,
como se describe mas adelante en la presente.

[0156] Ademas de establecer la unién a un GPCR en un estado conformacional funcional, también sera deseable
determinar el efecto funcional de un compuesto sobre el GPCR. En patrticular, los dominios de unién a proteinas o
los complejos o las composiciones celulares como se describe en la presente se pueden usar para cribar
compuestos que modulan (aumentan o reducen) la actividad biolégica del GPCR. La modulacién deseada en la
actividad bioldgica dependera del GPCR de eleccion. Los compuestos que se van a evaluar pueden ser cualquier
compuesto quimico pequefio o una macromolécula, tal como una proteina, un azucar, un acido nucleico o un lipido.
Tipicamente, los compuestos de prueba serdn compuestos quimicos pequefios, péptidos, anticuerpos o fragmentos
de los mismos. Se apreciara que, en algunos casos, se prefiere un cribado de alto rendimiento de compuestos de
pruebay que los métodos descritos anteriormente se pueden usar como un método de "cribado de bibliotecas", un
término bien conocido por las personas expertas en la técnica. Asi, el compuesto de prueba puede ser una biblioteca
de compuestos de prueba. En particular, ensayos de cribado de alto rendimiento de compuestos terapéuticos tales
como agonistas, antagonistas o agonistas inversos y/o moduladores forman parte de la invencién. Para usos de
alto rendimiento, se pueden usar bibliotecas de compuestos tales como bibliotecas de compuestos alostéricos,
bibliotecas peptidicas, bibliotecas de anticuerpos, bibliotecas basadas en fragmentos, bibliotecas de compuestos
sintéticos, bibliotecas de compuestos naturales, bibliotecas de expresion en fagos y similares. Metodologias para
preparary cribar tales bibliotecas se conocen en la técnica.

[0157] En un ejemplo preferido, los métodos de cribado de alto rendimiento implican proporcionar una biblioteca
combinatoria quimica o peptidica con un gran ndmero de ligandos terapéuticos potenciales. Tales "bibliotecas
combinatorias" o "bibliotecas de compuestos” se criban luego en uno o mas ensayos, como se describe en la
presente, para identificar aquellos miembros de la biblioteca (especies o subclases quimicas particulares) que
presentan una actividad caracteristica deseada. Una "biblioteca de compuestos” es una coleccion de sustancias
quimicas almacenadas usada normalmente en Ultima instancia en el cribado de alto rendimiento. Una "biblioteca
combinatoria" es una coleccion de diversos compuestos quimicos generados o por sintesis quimica o por sintesis
biolégica combinando una serie de "bloques de construccion" quimicos tales como reactivos. La preparacion vy el
cribado de bibliotecas combinatorias son bien conocidos por las personas expertas en la materia. Los compuestos
asi identificados pueden servir como "compuestos cabeza de serie" convencionales o pueden usarse ellos mismos
como tratamientos potenciales o reales. Asi, en un ejemplo adicional, los métodos de cribado como se ha descrito
en la presente anteriormente comprenden ademas modificar un compuesto de prueba que se ha demostrado que
se une a un GPCR en un estado conformacional funcional, preferiblemente un estado conformacional activo, y
determinar si el compuesto de prueba modificado se une al GPCR cuando esta en la conformacion particular.

[0158] El compuesto de prueba puede proporcionarse como una muestra bioldgica. 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.

[0159] Los compuestos pueden unirse al GPCR diana dando como resultado la modulacién (activacion o inhibicion)
de la funcion biolégica del GPCR, en particular la sefializacion del receptor aguas abajo. Esta modulacién de la
sefializacion del GPCR puede ocurrir orto- o alostéricamente. Los compuestos pueden unirse al GPCR diana para
activar o aumentar la sefializacion del receptor; o alternativamente para reducir o inhibir la sefializacion del receptor.
Los compuestos también pueden unirse al GPCR diana de manera que bloqueen la actividad constitutiva del GPCR.
Los compuestos también pueden unirse al complejo diana de manera que medien la modulacién alostérica (por
ejemplo, se unan al GPCR en un sitio alostérico). De esta manera, los compuestos pueden modular la funcién del
receptor uniéndose a diferentes regiones en el GPCR (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
GPCR diana de manera que prolonguen la duracién de la sefalizacion mediada por GPCR o que mejoren la
sefializacion del receptor aumentando la afinidad receptor-ligando. Ademas, los compuestos también pueden unirse
al complejo diana de manera que inhiban o mejoren el ensamblaje de homémeros o heterémeros funcionales de
GPCR.

[0160] Por ejemplo, se puede determinar si el compuesto altera la unién del GPCR a un ligando del receptor (como
se define en la presente). La union de un GPCR a su ligando se puede evaluar usando métodos de unién de ligando
estandar conocidos en la técnica como se describe en la presente. Por ejemplo, un ligando se puede marcar
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radiactivamente o marcar fluorescentemente. El ensayo se puede realizar en células enteras o en membranas
obtenidas de las células o receptor solubilizado acuoso con un detergente. El compuesto estara caracterizado por
su capacidad para alterar la unién del ligando marcado (véase también la seccién de Ejemplos). EI compuesto
puede reducir la unién entre el GPCR y su ligando o puede aumentar la unién entre el GPCR y su ligando, por
ejemplo, por un factor de al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 50 veces,
100 veces.

[0161] Asi, el complejo como se usa en cualquiera de los métodos de cribado anteriores puede comprender ademas
un ligando del receptor. Preferiblemente, el ligando del receptor se elige del grupo que comprende una molécula
pequefia, un polipéptido, un anticuerpo o cualquier fragmento derivado del mismo, un producto natural y similares.
Mas preferiblemente, el ligando del receptor es un agonista completo o un agonista parcial o un agonista inverso o
un antagonista, como se ha descrito anteriormente.

[0162] Los dominios de unién a proteinas como se describe en la presente, particularmente los nanocuerpos,
pueden ser también Utiles para la identificacion de cabezas de serie y el disefio de peptidomiméticos. El uso de un
péptido biol6gicamente pertinente o una estructura proteica como punto de partida para la identificacion de cabezas
de serie representa uno de los enfoques mas potentes en el descubrimiento de farmacos moderno. Los
peptidomiméticos son compuestos cuyos elementos esenciales (farmacdéforo) imitan un péptido natural o una
proteina en espacio 3D y que retienen la capacidad para interactuar con la diana biolégica y producen el mismo
efecto bioldgico. Los peptidomiméticos se disefian para eludir algunos de los problemas asociados a un péptido
natural: por ejemplo, la estabilidad contra la protedlisis (duracion de la actividad) y una mala biodisponibilidad.
Ciertas otras propiedades, tales como la selectividad o la potencia del receptor, a menudo pueden mejorarse
sustancialmente. Por medio de un ejemplo no limitativo, los nanocuerpos de la presente invencion pueden unirse
con bucles de CDR largos profundamente en el nicleo del receptor para ejercer un efecto biologico. Estos péptidos
y sus estructuras concomitantes en el complejo de nanocuerpo-GPCR pueden servir como puntos de partida para
la identificacion de cabezas de serie y el disefio de peptidomiméticos.

[0163] Por consiguiente, los dominios de union a proteinas, en particular los nanocuerpos de la presente invencion,
pueden ser (tiles en ensayos de cribado. Los ensayos de cribado para el descubrimiento de farmacos pueden ser
ensayos en fase solida o en fase de solucion, por ejemplo, un ensayo de union, tal como ensayos de unién de
radioligandos. En ensayos de alto rendimiento, resulta posible cribar hasta varios miles de moduladores o ligandos
diferentes en un Unico dia en formatos de 96, 384 o 1536 pocillos. Por ejemplo, cada pocillo de una placa de
microtitulaciéon se puede usar para ejecutar un ensayo separado contra un modulador potencial seleccionado o, si
se van a observar los efectos de la concentracion o el periodo de incubacion, cada 5-10 pocillos pueden probar un
Unico modulador. Asi, una Unica placa de microtitulacion estandar puede analizar aproximadamente 96
moduladores. Resulta posible analizar muchas placas por dia; hoy son posibles cribados de ensayo de hasta
aproximadamente 6.000, 20.000, 50.000 o mas compuestos diferentes.

[0164] Ademas, los dominios de unién a proteinas, tales como los nanocuerpos de la presente invencién, también
pueden ser (tiles en ensayos en células. Los ensayos en células son también criticos para la valoracion del
mecanismo de accidn de nuevas dianas bioldgicas y la actividad biolégica de compuestos quimicos. Los ensayos
en células actuales para los GPCR incluyen medidas de la activacion de vias (liberacion de Ca?*, generacion de
cAMP o actividad transcripcional); mediciones del trafico de proteinas marcando GPCR y elementos aguas abajo
con GFP; y medidas directas de interacciones entre proteinas usando transferencia de energia por resonancia de
Forster (FRET), transferencia de energia por resonancia de bioluminiscencia (BRET) o enfoques de dos hibridos
de levadura. La introduccién de los dominios de unidn a proteinas, en particular los nanocuerpos de la presente
invencion, dentro de la célula en el compartimento pertinente de la célula (intra- o extracelularmente) por cualquier
medio bien conocido y cominmente usado en la técnica, puede conducir a nuevos 0 mejores ensayos en células.

[0165] En patrticular, existe una necesidad de "desorfanar" 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 a proteinas como se describe en la presente permite enfoques de cribado que se pueden usar
para identificar ligandos de los GPCR "huérfanos" donde se desconoce el ligando natural. Se pueden identificar
ligandos de GPCR huérfanos a partir de muestras bioldgicas tales como sangre o extracto tisular o a partir de
bibliotecas de ligandos. Por ejemplo, se han adoptado varios enfoques para la "desorfanizacion", incluido el cribado
de matrices contra familias de ligandos conocidos.

[0166] La eficacia de los compuestos y/o las composiciones que comprenden los mismos se puede evaluar usando
cualquier ensayo in vitro, ensayo en células, ensayo in vivo y/o modelo animal adecuados conocidos per se, 0
cualquier combinacion de los mismos, en funcién de la enfermedad o trastorno especifico implicado.

[0167] Por consiguiente, en un ejemplo especifico, se proporcionan un soporte sélido en el que se inmoviliza un
dominio de unién a proteinas como se describe en la presente y/o un complejo que comprende un dominio de unién
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a proteinas y un GPCR en un estado conformacional funcional como se describe en la presente para usar en
cualquiera de los métodos de cribado anteriores.

[0168] El compuesto de prueba como se usa en cualquiera de los métodos de cribado anteriores se puede
seleccionar del grupo que comprende un polipéptido, un péptido, una molécula pequefia, un producto natural, un
peptidomimético, un acido nucleico, un lipido, lipopéptido, un carbohidrato, un anticuerpo o cualquier fragmento
derivado del mismo, tal como Fab, Fab'y F(ab")2, Fd, Fv monocatenarios (scFv), anticuerpos monocatenarios, Fv
enlazados por disulfuro (dsFv) y fragmentos que comprenden un dominio o VL o VH, un anticuerpo de cadena
pesada (hcAb), un anticuerpo de dominio unico (sdAb), un minicuerpo, el dominio variable derivado de anticuerpos
de cadena pesada de camélidos (VHH o nanocuerpo), el dominio variable de los nuevos receptores de antigenos
derivados de anticuerpos de tiburén (VNAR), un andamio de proteina incluyendo un cuerpo alfa, proteina A, proteina
G, dominios de repeticién de anquirina disefiados (DARPIns), repeticiones de fibronectina tipo I, anticalinas,
knotinas, dominios CH2 disefiados (hanoanticuerpos), como se ha definido anteriormente.

[0169] El compuesto de prueba puede unirse opcionalmente de manera covalente o de manera no covalente a un
marcador detectable. Los marcadores detectables adecuados y las técnicas para unirlos, usarlos y detectarlos
estaran claros para la persona experta e incluyen, pero de forma no limitativa, cualquier composicioén detectable por
medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, Opticos o0 quimicos. Los
marcadores Utiles incluyen perlas magnéticas (por ejemplo, Dynabeads), tintes fluorescentes (por ejemplo, todos
los tintes Alexa Fluor, isotiocianato de fluoresceina, rojo de Texas, rodamina, proteina verde fluorescente y
similares), radiomarcadores (por ejemplo, 3H, 125, 35S, 14C o 32P), enzimas (por ejemplo, peroxidasa de rabano,
fosfatasa alcalina) y marcadores colorimétricos tales como oro coloidal o perlas coloreadas de vidrio o plastico (por
ejemplo, poliestireno, polipropileno, latex, etc.). Los medios de deteccion de tales marcadores son bien conocidos
por las personas expertas en la materia. Asi, por ejemplo, los radiomarcadores se pueden detectar usando pelicula
fotogréafica o contadores de centelleo, los marcadores fluorescentes se pueden detectar usando un fotodetector
para detectar la iluminacion emitida. Los marcadores enziméticos se detectan tipicamente proporcionando la
enzima con un sustrato y detectando el producto de reaccién producido por la accién de la enzima sobre el sustrato,
y los marcadores colorimétricos se detectan visualizando sencillamente el marcador coloreado. Otros marcadores
detectables adecuados se describieron anteriormente en el contexto de un dominio de unién a proteinas.

[0170] Preferiblemente, el compuesto de prueba es un anticuerpo o cualquier fragmento derivado del mismo, como
se ha descrito anteriormente, incluido un nanocuerpo. Por ejemplo, y sin el fin de ser limitativo, el compuesto de
prueba puede ser un anticuerpo (como se define en la presente en su mas amplio sentido) que se ha generado
contra un complejo que comprende un dominio de union a proteinas descrito en la presente y un GPCR (incluidas
variantes, como se ha descrito anteriormente) en un estado conformacional funcional, preferiblemente en un estado
conformacional activo. Métodos para generar anticuerpos in vivo se conocen en la técnica. Preferiblemente, la
inmunizacion de un animal se hard de una manera similar a como se ha descrito anteriormente en la presente
(inmunizacion con GPCR en presencia de ligando del receptor; véase también la seccion de Ejemplos) con un
GPCR en presencia de un dominio de unién a proteinas que estabiliza el estado conformacional funcional, mas
preferiblemente un dominio de unién a proteinas que estabiliza el estado activo. También se describen en la
presente métodos para seleccionar anticuerpos especificos para un GPCR en un estado conformacional funcional,
preferiblemente un estado conformacional activo, que implican el cribado de bibliotecas de expresién que codifican
genes de inmunoglobulina, o partes de los mismos, expresados en bacterias, levadura, fagos filamentosos,
ribosomas o subunidades ribosémicas u otros sistemas de expresion en un complejo que contiene un GPCR y un
dominio de union a proteinas que estabiliza un estado conformacional funcional del GPCR.

[0171] Se describe ademas en la presente un kit que comprende un dominio de unién a proteinas o un complejo o
una composicién celular como se describe en la presente. El kit puede comprender ademas una combinacion de
reactivos tales como tampones, marcadores moleculares, construcciones de vectores, material de muestra de
referencia, asi como unos soportes soélidos adecuados, y similares. Tal kit puede ser util para cualquiera de las
aplicaciones como se describe en la presente. Por ejemplo, el kit puede comprender (una biblioteca de) compuestos
de prueba (tiles para aplicaciones de cribado de compuestos.

[0172] Finalmente, se prevé en la presente el uso de cualquier dominio de union a proteinas como se describe en
la presente para aislar secuencias de aminoacidos que son responsables de la unidn especifica a un epitopo
conformacional de un estado conformacional funcional de un GPCR, en particular un estado conformacional activo
de un GPCR, y para construir dominios de unién a proteinas artificiales basados en dichas secuencias de
aminoacidos. Se apreciara que, en los dominios de unién a proteinas como se describe en la presente, las regiones
marco y las regiones determinantes de la complementariedad son conocidas y el estudio de derivados del dominio
de unién a proteinas, que se unen al mismo epitopo conformacional de un estado conformacional funcional de un
GPCR, en particular un estado conformacional activo de un GPCR, permitira deducir los aminoacidos esenciales
implicados en la unién de dicho epitopo conformacional. Este conocimiento se puede usar para construir un dominio
de unién a proteinas minimo y para crear derivados del mismo, lo que puede hacerse rutinariamente por técnicas
conocidas por la persona experta en la técnica.
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[0173] Los siguientes ejemplos pretenden promover una comprension mayor de la presente invencién. Aunque la
presente invencién se describe en la presente con referencia a formas de realizacion ilustradas, debe entenderse
gue la invencién no se limita a las mismas.

[0174] Por lo tanto, la presente invencién esta limitada solo por las reivindicaciones adjuntas en la presente.
EJEMPLOS

Dominios de unién a proteinas gue estabilizan estados conformacionales funcionales del B2AR humano

Ejemplo 1. Inmunizacién, construccién de biblioteca y cribado inicial

[0175] Para obtener nanocuerpos madurados in vivo contra B2AR, una llama (Llama glama) fue inmunizada con
B2AR recombinante truncado en la Gly365 (B2AR-365) para excluir una respuesta inmunitaria al carboxilo terminal.
El B2AR-365 se expreso en células de insecto y el antigeno se reconstituy6 tal y como se ha descrito anteriormente
(Day et al, 2007). Después de seis administraciones semanales del receptor unido a agonista truncado
reconstituido, se aislaron linfocitos de la sangre de la llama inmunizada y se prepar6 y crib6 una biblioteca de fagos
como se describe en Materiales y métodos para los ejemplos (véase mas adelante). Dos cribados identificaron
nanocuerpos conformacionales que reconocen el B2AR nativo, pero no el receptor desnaturalizado.

Ejemplo 2. Selecciéon de nanocuerpos especificos conformacionales mediante ELISA

[0176] En un primer cribado comparamos la unién de los nanocuerpos sobre el antigeno de B2AR nativo y
desnaturalizado por calor en un ELISA. Para cada nanocuerpo, se recubrié un pocillo con vesiculas fosfolipidicas
gue contenian B2AR-365 unido a agonista (0,1 pg de proteina/pocillo). A continuacion, esta placa se incub6 a 80°C
durante 2 h. A continuacion, otro pocillo de la misma placa se recubrid con vesiculas fosfolipidicas que contenian
B2AR-365 unido a agonista (0,1 pg de proteina/pocillo) sin calentar. Todos los nanocuerpos fueron capaces de
unirse selectivamente al receptor nativo, pero no al receptor inactivado por calor, lo que indica que 16 ligantes
reconocen epitopos conformacionales.

Ejemplo 3. Seleccién de nanocuerpos especificos conformacionales por transferencia puntual

[0177] En un cribado posterior comparamos la especificidad de los nanocuerpos por un receptor B2AR unido a
agonista nativo, frente a un receptor unido a agonista inverso nativo, frente a un receptor desnaturalizado por SDS
por andlisis de transferencia puntual. El cribado identific6 16 nanocuerpos conformacionales diferentes que
reconocen el B2AR-365 unido a agonista nativo, pero no el agonista inverso, o el receptor desnaturalizado por calor
(Fig. 2 (transferencias puntuales)).

Ejemplo 4. Seleccién de nanocuerpos con comportamiento similar a proteinas G

[0178] El cribado inicial identificd 16 clones que reconocieron el B2AR unido a agonista nativo, pero no el receptor
desnaturalizado por calor. Nuestro siguiente objetivo fue identificar nanocuerpos que tenian un comportamiento
similar a proteinas G. El B2AR se acopla preferentemente a Gs y la unién de un agonista mejora las interacciones
de proteinas G. Ademas, en presencia de Gs, el B2AR se une a agonista con una afinidad mas alta. Por lo tanto,
miramos (1) el efecto del agonista sobre la unién de nanocuerpos al 32AR usando la cromatografia de exclusion
por tamafio, (2) el efecto de nanocuerpos sobre la afinidad de unién a un agonista de B2AR en membranas y (3) el
efecto de nanocuerpos sobre cambios conformacionales de 32AR monitoreados por el fluoréforo sensible al entorno
mono-bromo bimano (mBBr).

Ejemplo 5. Los nanocuerpos con comportamiento similar a proteinas G se unen especificamente a receptor unido
a agonista purificado.

[0179] Nanocuerpos purificados se incubaron con receptor B2AR solubilizado con detergente purificado en
presencia de un agonista 0 un agonista inverso que estabiliza una conformacion inactiva. La mezcla se analiz6
luego por cromatografia de exclusion por tamafio (SEC), que separa proteinas en funcién del tamafio. Siete de los
nanocuerpos se unieron al 32AR purificado y migraron como un complejo en la SEC solo en presencia de agonista
y No un agonista inverso (un ejemplo se muestra en las Fig. 1A, Fig. 3 y Fig. 4). Los nanocuerpos restantes no se
unieron con suficiente alta afinidad para desplazar la movilidad del 2AR en la SEC.
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Ejemplo 6. Los nanocuerpos con comportamiento similar a proteinas G mejoran la afinidad del B2AR por los
agonistas.

[0180] Muchos GPCR exhiben una afinidad de unién a un agonista mas alta cuando estan en complejo con una
proteina G. Esto se atribuye a la interaccion cooperativa entre el receptor ocupado por un agonista y la proteina G.
Nuestros experimentos de SEC proporcionan evidencia de que 7 nanocuerpos se unen preferentemente al 2AR
ocupado por un agonista y por lo tanto pueden estabilizar un estado activo de manera similar a la proteina G Gs.
Experimentos de unién de competencia de agonista se realizaron en presencia y ausencia de estos 7 nanocuerpos.
La afinidad del B2AR por el agonista (isoproterenol) se mejord 2-30 veces en presencia de los nanocuerpos 65, 67,
69, 71, 72, 80 y 84 (Fig. 1B y tabla 1). En cambio, el Nb80 no aumenta la afinidad del B2AR o el B2AR-T4L por el
agonista inverso ICI-118,551 (ICl) (figura 15).

Ejemplo 7. El Nb80 y la proteina G inducen cambios conformacionales similares en el dominio citoplasmico del
TM6.

[0181] La reciente estructura cristalina de la opsina, asi como estudios biofisicos sobre la rodopsina (Park et al.
2008) y el B2AR (Yao et al. 2009) muestran que el extremo citoplasmico del segmento transmembranario 6 (TM6)
experimenta cambios conformacionales tras la unién de un agonista que son requeridos para el acoplamiento de
una proteina G. Para investigar el efecto de los nanocuerpos sobre el movimiento del dominio citoplasmico del TM6
marcamos [2AR purificado en la C265 con monobromobimano (mMBB-B2AR). Mostramos previamente que tanto la
uniéon de un agonista y el acoplamiento de una proteina G indujeron cambios en la fluorescencia del mBB-f32AR
compatibles con un movimiento hacia el exterior del TM6 (Yao et al. 2008) como se observa en la estructura
cristalina de la opsina (Park et al. 2008). En mBB-32AR, la adiciéon de agonista junto con una proteina G resulta en
cambios fluorescentes mas grandes que o el agonista o la proteina G solos. Esto es compatible con las
interacciones cooperativas observadas en los ensayos de unidon de competencia de agonista (Yao et al. 2009). De
forma similar, se observaron cambios relativamente pequefios en la fluorescencia en mBB-f2AR con la adicién o
del agonista isoproterenol solo o el Nb80 solo; sin embargo, se observaron cambios mayores cuando tanto el
agonista como el nanocuerpo se afiadieron juntos (Fig. 1C). Se observaron resultados comparables para los
nanocuerpos 65, 67, 69, 71, 72 y 84 (Fig. 5).

Ejemplo 8. Caracterizacion del estado activo del B2AR estabilizado con nanocuerpos

[0182] Luego comparamos el efecto del Nb80 con Gs sobre la estructura del B2AR y la afinidad de unién a un
agonista. El B2AR se marco en el extremo citopldsmico del TM6 en la C265 con monobromobimano y se reconstituy6
en particulas de HDL. El TM6 se mueve con respecto al TM3 y el TM5 tras la activacion del agonista (Fig. 6A), y
hemos mostrado previamente que el entorno alrededor del bimano unido de manera covalente a la C265 cambia
tanto con la unién de un agonista como con el acoplamiento de una proteina G, dando como resultado una reduccion
en laintensidad del bimano y un desplazamiento hacia el rojo en Amax (Yao et al. 2009). El cambio en la fluorescencia
del bimano es compatible con movimientos del TM6 similares a los observados en la rodopsina por espectroscopia
DEER y en la estructura de la opsina a pH bajo. Como se muestra en la figura 6B, el agonista de catecolamina
isoproterenol y la Gs estabilizan ambos una conformacion de tipo activo, pero el efecto de la Gs es superior en
presencia de isoproterenol, consistente con las interacciones cooperativas del agonista y la Gs sobre la estructura
del B2AR. EI Nb80 solo tiene un efecto sobre la fluorescencia del bimano y Amax del B2AR sin ligando esto es similar
al de la Gs (Fig. 6C). Este efecto no se observé en el B2AR unido al agonista inverso ICI-118,551. El efecto del Nb80
fue aumentado en presencia de 10 uM de isoproterenol. Estos resultados muestran que el Nb80 no reconoce la
conformacion inactiva del B2AR, pero se une de manera eficaz al B2AR ocupado por un agonista y produce un
cambio en la fluorescencia del bimano que es indistinguible del observado en presencia de Gs e isoprotererenol.

[0183] Las figuras 6D y 6E muestran el efecto de la Gs y el Nb80 sobre la afinidad de agonista para el f2AR. El
B2AR se reconstituy6 en particulas de HDL y se realizaron experimentos de unién de competencia de agonista en
ausencia o presencia de Nb80 y Gs. En ausencia de cualquiera de las proteinas, el isoproterenol tiene una constante
de inhibicién (Ki) de 107 nM. En presencia de Gs se observan dos estados de afinidad, porque no todo el 2AR esta
acoplado a Gs. En el estado acoplado a Gs, la afinidad del isoproterenol aumenta 100 veces (Ki = 1,07 nM) (Fig. 6D
y tabla 4). De forma similar, en presencia de Nb80, la afinidad del isoproterenol aumenta 95 veces (Ki = 1,13 nM)
(Fig. 6E y tabla 4). Estos datos de unién sugieren que el Nb80 estabiliza una conformacion en el 2AR WT que es
muy similar a la estabilizada por Gs, de manera que el acoplamiento energético de un agonista y la unién de la Gs
es imitada fielmente por el Nb80.

[0184] La estructura de alta resolucion del estado inactivo del B2AR se obtuvo con una proteina de fusion B2AR-
TAL. Mostramos previamente que B2AR-T4L tiene una afinidad mas alta para el isoproterenol que el B2AR WT
(Rosenbaum et al. 2007). Sin embargo, en presencia de Nb80, la afinidad aumento 60 veces, dando como resultado
una afinidad (Ki = 0,56 nM) comparable a la del B2AR WT unido a Nb80 (Fig. 6F y tabla 4). Aunque no podemos
estudiar el acoplamiento de una proteina G en $2AR-T4L debido al impedimento estérico por la T4L, los resultados
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muestran que la T4L no evita la unién del Nb80, y los valores de Ki casi idénticos para la unién de un agonista a
B2AR de tipo salvaje y B2AR-T4L en presencia de Nb80 sugieren que el Nb80 estabiliza una conformacion similar
en estas dos proteinas.

Ejemplo 9. Los nanocuerpos facilitan la cristalizacién del B2AR unido a agonista.

[0185] El B2AR se cristaliz6 originalmente unido al agonista inverso carazolol usando dos enfoques diferentes. Los
primeros cristales se obtuvieron a partir de 82AR unido a un fragmento Fab que reconoci6é un epitopo compuesto
por los extremos amino y carboxilo terminales del tercer bucle intracelular que conecta los TM 5y 6 (Rasmussen et
al. 2007). En el segundo enfoque, el tercer bucle intracelular se sustituy6 por lisozima T4 (32AR-T4L) (Rosenbaum
et al. 2007). Los esfuerzos para cristalizar el complejo B2AR-Fab y B2ARTA4L unidos a diferentes agonistas no
consiguieron producir cristales de calidad suficiente para la determinacion de la estructura.

[0186] Por lo tanto, nosotros intentamos cristalizar B2AR unido a agonista y B2AR-T4L en complejo con Nb80.
Aungue los cristales de ambos complejos se obtuvieron en bicelas lipidicas y fase cubica lipidica (LCP), se obtuvo
una difraccion de alta resolucion de cristales de B2AR-T4L-Nb80 crecidos en LPC. Estos cristales crecieron a pH
8,0 en PEG400 al 39-44%, 100 mM de Tris, DMSO al 4 %y 1,2,3-heptanotriol al 1%.

Ejemplo 10. EI Nb80 contribuye al empaguetamiento del 37AR_en una red cristalina.

[0187] Se obtuvo una difraccion de alta resolucion de cristales de B2AR-T4L-Nb80 crecidos en LCP. Estos cristales
crecieron a pH 8,0 en PEG400 al 39-44%, 100 mM de Tris, DMSO al 4 % y 1,2,3-heptanotriol al 1%.

[0188] Un conjunto de datos combinado a 3,5 A se obtuvo de 23 cristales (tabla 5). La estructura se resolvié por
sustitucion molecular usando la estructura del f2AR unido a carazolol y un nanocuerpo como modelos de busqueda.
La figura 7 muestra el empaquetamiento del complejo B2AR-T4L-Nb80 en la red cristalina. El Nb80 se une al
extremo citoplasmico del B2AR, con el tercer bucle de la region determinante de la complementariedad (CDR)
proyectandose en el nacleo del receptor. Los complejos B2AR-nanocuerpo estan dispuestos con las bicapas
lipidicas aproximadamente paralelas al plano be del cristal. Moléculas de nanocuerpo relacionadas con la simetria
doble interacttan a lo largo del eje a para generar una red apretadamente compacta en esta direccion. En la bicapa,
las moléculas receptoras interactian en una disposicién antiparalela donde los TM1, 2, 3y 4 de una molécula de
B2AR se empaquetan contra los TM4 y 5 de la molécula adyacente. También se forman contactos entre la hélice 8
y el TM5 del vecino de la red paralela a lo largo del eje b, y entre la porcion extracelular del TM1 y el extremo
citoplasmico del TM6 de un tercer vecino antiparalelo. EIl empaquetamiento es mas débil a lo largo del eje c, que
se puede deber en parte a interacciones no especificas de la T4L con el receptor adyacente y/o moléculas de
nanocuerpo. No hay densidad electrénica interpretable para la T4L, pero dados los extremos visibles del TM5 y el
TMBG, la posicién de la TAL esté altamente restringida. Supuestamente la T4L adopta una serie de orientaciones con
respecto al receptor, y quizas un rango de conformaciones internas debido a su movimiento de bisagra (Zhang et
al. 1995), que alcanza la media de su densidad. Sin embargo, la T4L posiblemente contribuye a la estructura del
cristal, ya que fuimos incapaces de producir cristales del complejo B2AR-nanocuerpo nativo bajo estas condiciones,
aunque es posible que el bucle flexible que conecta el TM5 y el TM6 en el receptor nativo evite la formacion de
redes.

Ejemplo 11. Estructura de un estado activo estabilizado por nanocuerpos del B2AR.

[0189] La figura 8 compara la estructura del f2AR inactivo (a partir de la estructura del B2AR-T4L unida al carazolol)
con el estado activo del B2AR. Las diferencias mas grandes se encuentran en la cara citoplasmica del receptor, con
desplazamiento hacia el exterior del TM5 y el TM6 y un movimiento hacia el interior del TM7 y el TM3 en el complejo
B2AR-T4L-Nb80 con respecto a la estructura inactiva (Fig. 8A, B). Hay cambios relativamente pequefios en la
superficie extracelular (Fig. 8C). El segundo bucle intracelular (ICL2) entre el TM3 y el TM4 adopta una hélice alfa
de dos giros, similar a la observada en la estructura del B1AR de pavo (Warne et al. 2008). La ausencia de esta
hélice en la estructura del B2AR inactivo puede reflejar contactos de la red cristalina que implican el ICL2.

[0190] La figura 9A-C muestra con mayor detalle la interaccion del Nb80 con el lado citoplasmico del B2AR. Una
secuencia de ocho aminoéacidos de la CDR 3 penetra en un bolsillo hidrofébico formado por aminoéacidos de los
segmentos TM 3, 5, 6 y 7. Una secuencia de cuatro aminoacidos de la CDR1 proporciona interacciones
estabilizantes adicionales con extremos citoplasmicos de los segmentos TM 5 y 6. La figura 9 D compara la
superficie citopldsmica de conformaciones activas e inactivas del B2AR. La CDR3 ocupa una posicion similar al
péptido carboxilo terminal de la transducina en la opsina (Scheerer et al. 2008) (Fig. 10). La mayoria de
interacciones entre el Nb80 y el B2AR estan mediadas por contactos hidrofobicos.
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[0191] Cuando se comparan las estructuras activas e inactivas, el cambio mas grande se observa en el TM6, con
un movimiento de 11,4 A de la hélice en el Glu2686.30 (parte del bloqueo i6nico) (los superindices en esta forma
indican la numeracién Ballesteros-Weinstein para residuos de GPCR conservados (Ballesteros y Weinstein 1995)
(Fig. 9D). Este gran cambio se efectlia por una pequefia rotacion en sentido horario del TM6 en el giro precedente
a la Pro288850 conservada, posibilitado por el enlace de hidrégeno de esqueleto interrumpido en la prolina y el
reempaguetamiento de la Phe28264 (véase a continuacion), que balancea la hélice hacia fuera.

[0192] Los cambios en el B2AR-T4L-Nb80 activo con respecto al B2AR-T4L unido a carazolol inactivo son
notablemente similares a los observados entre la rodopsina y la opsina (Scheerer et al. 2008; Park et al. 2008) (Fig.
9E, Fig. 10). El puente salino en el bloqueo i6nico entre la altamente conservada Arg1313% y el Asp/Glu13034° se
rompe. En la opsina, la Arg1353% interactlia con la Tyr2235%8 en el TM5 y un carbonilo del esqueleto del péptido
de la transducina. La Arg1313%° del B2AR asimismo interactGa con un carbonilo del esqueleto de la CDR3 del Nb80.
Sin embargo, el Nb80 impide una interaccién entre la Arg1313% y la Tyr2195%8, incluso aunque la tirosina ocupe
una posicion similar en la opsina y la conformacion activa del B2AR-T4L-Nb80. Como en la opsina, la Tyr3267-53 de
la secuencia NPxxY altamente conservada se mueve en el espacio ocupado por el TM6 en el estado inactivo. En
el B2AR-T4L unido a carazolol inactivo observamos una red de interacciones de enlace de hidrégeno que implica
aminoacidos altamente conservados en los TM 1, 2, 6 y 7 y varias moléculas de agua (Rosenbaum et al. 2007).
Aunque la resolucién del B2AR-T4L-Nb80 es inadecuada para detectar aguas, esta claro que los cambios
estructurales que observamos alterarian sustancialmente esta red.

[0193] A diferencia de los cambios relativamente grandes observados en los dominios citoplasmicos del B2AR-T4L-
Nb80, los cambios en el bolsillo de unién a un agonista son bastante sutiles. El Trp84® esta altamente conservado
en la familia A de los GPCR, y se ha propuesto que su estado rotamérico juega un papel en la activacion de los
GPCR (interruptor de palanca de rotameros) (Shi et al. 2002). No observamos ningun cambio en el rotAmero de
cadena lateral del Trp286%48 en el TM6, que se encuentra cerca de la base del bolsillo de unién a ligandos, aunque
su posicién se desplaza ligeramente debido a reestructuraciones de residuos cercanos 11e12134° y Phe282644,
Aunque hay evidencia espectroscopica de cambios en el entorno del Trp848 tras la activacion de la rodopsina (Ahuja
et al. 2009), no se observa un cambio de rotdmero en las estructuras cristalinas de la rodopsina y la opsina a pH
bajo. Ademas, experimentos de mutagénesis recientes sobre el receptor de histamina demuestran que no se
requiere el Trp®8 para la activacion del receptor 5HT4 por la serotonina (Pellissier et al. 2009).

[0194] Resulta interesante especular como los cambios pequefios alrededor del bolsillo de unién a un agonista
estan acoplados a cambios estructurales mucho mayores en las regiones citoplasmicas de los TM 5, 6 y 7 que
facilitan la unién del Nb80 y la Gs. Un enlace conformacional potencial se muestra en la figura 11. Las interacciones
de agonistas pueden estabilizar una conformacion activa del receptor que incluye un movimiento de 2,1 A hacia el
interior del TM5 en la posicion 207546 y un movimiento de 1,4 A hacia el interior de la Pro2115% conservada con
respecto a la estructura inactiva. En el estado inactivo, las posiciones relativas de los TM5, TM3, TM 6 y TM7 estan
estabilizadas por interacciones entre la Pro2115%, la 1le12134°, la Phe282%44 y la Asn3187%. La posicién de la
Pro2115%0 gbservada en el estado activo es incompatible con esta red de interacciones, y la l1e12134 y la Phe282544
se reposicionan, donde una rotacion del TM6 alrededor de la Phe282%44 conduce a un movimiento hacia el exterior
del extremo citoplasmico del TM6.

[0195] Aunque algunos de los cambios estructurales observados en los dominios citoplasmicos del complejo B2AR-
T4L-Nb80 surgen de interacciones especificas con el Nb80, el hecho de que el Nb80 y la Gs induzcan o estabilicen
cambios estructurales similares en el f2AR, como se ha determinado por espectroscopia de fluorescencia y por
afinidad de unioén a un agonista, sugiere que el Nb80 y la Gs reconocen conformaciones similares estabilizadas por
agonistas. La observacion de que los dominios citoplasmicos de la rodopsina y el B2AR experimentan cambios
estructurales similares tras la activacién proporciona un apoyo adicional a que el B2AR-T4L-Nb80 unido a agonista
representa una conformacién activa y es consistente con un mecanismo conservado de activacion de proteinas G.

[0196] Sin embargo, el mecanismo por el que los agonistas inducen o estabilizan estos cambios conformacionales
posiblemente difiere para diferentes ligandos y para diferentes GPCR. Los equilibrios conformacionales de la
rodopsina y el B2AR difieren, como muestra el hecho de que la rodopsina puede adoptar una conformacion
completamente activa en ausencia de una proteina G mientras que el B2AR no puede. Asi, la energética de la
activacion y el muestreo conformacional pueden diferir entre diferentes GPCR, que posiblemente da lugar a la
variedad de eficacias de ligandos presentadas por estos receptores. Una necesidad de agonista solo interrumpe
una interaccion intramolecular clave necesaria para estabilizar el estado inactivo, ya que una actividad constitutiva
del receptor puede resultar de mutaciones Unicas de aminoacidos de diferentes regiones de los GPCR (Parnot et
al. 2002). Asi, la interrupcién de estas interacciones estabilizantes ya sea por agonistas o por mutaciones reduce
la barrera de energia que separa los estados inactivos y activos y aumenta la probabilidad de que un receptor pueda
interactuar con una proteina G.

[0197] En conclusion, estos resultados anteriores demuestran la capacidad para generar nanocuerpos que
reconocen y estabilizan un estado unido a agonista de un GPCR. En el caso del $2AR, este estado estabilizado por
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nanocuerpos es similar funcionalmente al estado estabilizado por la proteina G Gs. Finalmente, los nanocuerpos
facilitaron la formacion de cristales de calidad de difraccion. Este enfoque se aplica ahora a otros GPCR y otras
proteinas de membrana.

Ejemplo 12. El Nb80 estabiliza la conformacién de estado activo de miembros de la familia de receptores
adrenérgicos

[0198] Se pueden usar nanocuerpos que estabilizan el estado activo que son de reaccion cruzada con receptores
relacionados como una herramienta para estabilizar un estado conformacional de aquellos receptores relacionados.
Para demostrar este principio, analizamos si el Nb80 se une selectivamente a la conformacion activa del receptor
B1AR humano. El B1AR y el B2AR son receptores adrenérgicos estrechamente relacionados. Usando el servidor
PISA (Krissinel & Henrick, 2007) y basandose en la estructura cristalina del complejo Nb80-B2AR, se identificaron
30 residuos AA del B2AR que interactian con el Nb80 en la interfase 32AR-Nb80. Un alineamiento de secuencias
de aminoécidos (figura 17) indica que 28 de estos 30 residuos implicados en la interaccion con el Nb80 estén
conservados entre el B1AR y el B2AR. Los residuos de la interfase restantes son lisinas en el 2AR y se han sustituido
por argininas en el 1AR correspondientes a sustituciones conservadas (mostradas en cajas grises en la figura 17).
Por lo tanto, parece que ambos receptores comparten un sitio de unién muy similar para el Nb80. Basandose en
este andlisis, también medimos el efecto del Nb80 sobre la afinidad del B1AR por el agonista isoproterenol y el
agonista inverso CGP20712A (figura 18). En cuanto al B2AR, el Nb80 también indujo una afinidad aumentada del
isoproterenol por el B1AR (figura 18, paneles Ay C). EI Nb80 no cambia la afinidad por el antagonista CGP20712A
(figura 18, panel D), que demuestra la estabilizacion selectiva de la conformacion de estado activo del $1AR por el
Nb80. Ningun tal efecto del Nb80 se observo en receptores no relacionados como el receptor de dopamina D1
(datos no mostrados).

Ejemplo 13. Nanocuerpos que estabilizan el estado activo del B2AR son herramientas excelentes para un cribado
de agonistas mejorado.

[0199] Muchos GPCR exhiben una afinidad de unién a un agonista mas alta cuando estan en complejo con
proteinas G. Esto se atribuye a la interaccion cooperativa entre un receptor ocupado por un agonista y una proteina
G. Los nanocuerpos con comportamiento similar a proteinas G mejoran posiblemente la afinidad del B2AR por
agonistas (véase el ejemplo 6). Este comportamiento puede tener implicaciones importantes en el descubrimiento
de nuevos agonistas. Por ejemplo, los Nb con comportamiento similar a proteinas G pueden aumentar la afinidad
aparente de los GPCR por agonistas, en comparacion con los antagonistas. Esto puede causar un sesgo hacia
agonistas entre las coincidencias cuando una biblioteca de compuestos se criba contra tal complejo GPCR-Nb.
Para evaluar la aplicabilidad de este enfoque, analizamos el efecto del nanocuerpo que estabiliza el estado activo
del B2AR Nb80 sobre la interaccion del 2AR con varios ligandos de B2AR bien conocidos en experimentos de unién
de radioligandos de competencia (véase Materiales y métodos). Se evaluaron diez agonistas y cinco antagonistas:
(-)isoproterenol HCI (agonista), (-)-alprenolol (antagonista), salbutamol (agonista parcial), 1CI118551 (agonista
inverso), carvedilol (antagonista), CGP12177A (antagonista), salmeterol xinafoato (agonista completo), sal de
hemisulfato de terbutalina (agonista parcial), hidrocloruro de dobutamina (agonista parcial), sal de hemisulfato de
metaproterenol (agonista), hidrocloruro de procaterol (agonista), hidrocloruro de ritodrina (agonista), hidrobromuro
de fenoterol (agonista completo), dihidrato de fumarato de formoterol (agonista) y sal de maleato de timolol
(antagonista), todos comprados a través de Sigma Aldrich.

[0200] Experimentos de unién de competencia de ligando se realizaron en presencia y ausencia de 500 nM de
Nb80 sobre membranas comerciales que contienen B2AR humano en toda su longitud. Se usé 2H-dihidroalprenolol
(DHA) como el radioligando competidor. Ejemplos representativos de experimentos de unidon de competencia de
ligando se muestran en la figura 16. Para todos los compuestos, se obtuvieron valores ICso en presencia de exceso
de Nb80 y se compararon con los ICso obtenidos en presencia de un nanocuerpo irrelevante (control negativo).
(Tabla 6). De acuerdo con los ejemplos 6, 8 y 12, observamos un aumento en la potencia para todos los agonistas
cuando el B2AR esta en complejo con el Nb80. Tal efecto no se observa para los antagonistas o los agonistas
inversos.

Ejemplo 14. Cribado de biblioteca de compuestos usando un nanocuerpo que estabiliza el estado activo del B2AR.

[0201] Bloquear el GPCR en una conformacion particular tiene una ventaja sobre el uso de una diana no
conformacionalmente estabilizada (que representa un repertorio de conformaciones) en un ensayo de cribado con
el objetivo de identificar compuestos contra esa conformacién particular, la denominada conformacién diana
‘tratable con farmacos'. El Nb80 selectivo conformacional permite el uso de receptores de tipo salvaje minimizando
en consecuencia el riesgo potencial de cambios conformacionales artificiales como resultado de una mutagénesis
dirigida al sitio.
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[0202] Para demostrar si el Nb80 facilita la identificacion de ligandos que se unen selectivamente al 2AR en su
conformacién activa, una biblioteca de fragmentos consistente en aproximadamente 1500 compuestos de bajo peso
molecular (<300 Da) distintos se criba para agonistas usando un ensayo de unién de radioligandos de competencia.
Para este ensayo, membranas que contienen 2AR en toda su longitud se preincuban con Nb80 o un Nb irrelevante
(control negativo) y se afiaden a placas de 96 pocillos que contienen compuestos de bibliotecas y 2 nM de
radioligando 3H-dihidroalprenolol (DHA) (véase Materiales y métodos). Los compuestos de bibliotecas que
desplazan significativamente el radioligando en la muestra que contiene B2AR en complejo con Nb80 en
comparacion con la muestra que contiene el nanocuerpo irrelevante son compuestos que se unen preferentemente
a la conformacién activa del receptor. Los compuestos de bibliotecas que se unen selectivamente a la conformacion
activa del receptor tienen una alta propensién a comportarse como agonistas, porque la estabilizacion ortoestérica
o alostérica de la conformacion activa del GPCR provoca respuestas bioldgicas. Los compuestos de bibliotecas
seleccionados tienen que cribarse adicionalmente para agonismo midiendo, por ejemplo, por acoplamiento de una
proteina G, eventos de sefializacion aguas abajo o el rendimiento fisiolégico.

Ejemplo 15: termoestabilizacién del receptor 32AR con nhanocuerpos.

[0203] Los estudios estructurales y funcionales sobre las proteinas de membrana integrales han sido obstaculizados
durante mucho tiempo por su inestabilidad en detergente. Aunque estan apareciendo métodos de expresion y
purificaciéon que permiten la generacion de cantidades de miligramos, conseguir estabilidad con estas moléculas es
quizas el impedimento mas dificil que hay que superar. La purificacion necesita una liberacion de la proteina de
membrana de la bicapa lipidica por solubilizacién con detergente, un proceso durante el que las superficies
hidrofébicas de la proteina son recubiertas con monomeros surfactantes para formar un complejo proteina-
detergente. Sin embargo, el cinturén de detergente formado alrededor de la proteina es una mala sustitucion para
la bicapa lipidica. Asi, la solubilizacion de las proteinas de membrana a menudo resulta en desestabilizacion,
despliegue y agregacion posterior. La termoestabilizacion de las proteinas de membrana se puede conseguir a
través de mutagénesis dirigida al sitio (Zhou y Bowie, 2000; Magnini et al., 2008). Aqui mostramos que la union de
nanocuerpos selectivos conformacionales representa una alternativa innovadora para la termoestabilizacion de
GPCR solubilizados con detergente.

[0204] El efecto de los nanocuerpos selectivos conformacionales sobre la termoestabilidad y la agregacion posterior
del receptor B2AR se analizé usando un ensayo de estabilidad térmica fluorescente (Fig. 13) y cromatografia de
exclusién por tamafio (Fig. 14). Para estos experimentos, se expresé 2AR recombinante en células de insecto Sf9,
se solubilizé con dodecilmaltésido al 1%, 100 mM de NaCl, 20 mM de Hepes pH 7,5 e inhibidores de proteasa y se
purificé por cromatografia de afinidad de M1 FLAG (véase Material en métodos para los ejemplos).

[0205] El ensayo de estabilidad térmica fluorescente hace uso del fluorocromo especifico de tiol N-[4-(7-dietilamino-
4-metil-3-cumarinil)fenillmaleimida (CPM) para medir la reactividad quimica de las cisteinas nativas incluidas en el
interior de la proteina como un sensor para la integridad general del estado plegado de las proteinas de membrana
(Alexandrov et al., 2008). Para el ensayo de estabilidad térmica fluorescente, el receptor solubilizado con detergente
(en dodecilmaltésido al 0,1%, 100 mM de NaCl y 20 mM de Hepes pH 7,5) se preincubd con isoproterenol (10 uM)
en la presencia o ausencia de un exceso molar 2:1 de Nb80 durante 1h a RT. Las muestras se mezclaron luego
con el fluor6foro CPM y se incubaron durante 2 min a temperaturas que varian de 10°C a 94°C y se recogio la
emision de fluorescencia. Se realizaron experimentos por triplicado y resultaron en curvas de fusion parecidas a los
perfiles de estabilidad obtenidos para el GPCR APJ (Alexandrov et al., 2008). Pudieron describirse transiciones de
despliegue mediante un modelo simple de dos estados, incluidos el estado nativo (plegado) y el desnaturalizado,
que representan las mesetas inferiores y superiores de las curvas de fusién. La comparacion de la curva de fusién
del receptor unido a agonista con la curva de fusion del receptor unido a agonista en complejo con Nb80 indica que
el nanocuerpo estabiliza la conformacion activa del B2AR aumentando 12°C la temperatura de fusion (Tm) del
receptor unido a agonista.

[0206] También analizamos el efecto del Nb80 sobre la agregacion y el despliegue térmico del receptor unido a
agonista por cromatografia de exclusién por tamafio (SEC). Para este experimento, el receptor solubilizado con
dodecilmaltdsido se preincub6 con isoproterenol (10 M) en presencia o ausencia de un exceso molar 2:1 de Nb80
durante 45 minutos a RT. A continuacion, se incubaron las muestras durante 10 minutos a temperaturas en aumento
y se analizaron subsecuentemente por SEC (Fig. 14). La comparacioén de los diferentes cromatogramas indica que
el Nb80 protege el receptor unido a agonista contra la agregacion inducida por temperatura.

Dominios de unién a proteinas que estabilizan estados conformacionales funcionales del receptor de

angiotensina ll de tipo la de rata (ATlaR)

Ejemplo 16. Inmunizacién, construccién de biblioteca y cribado inicial
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[0207] Para obtener nanocuerpos madurados in vivo contra el ATlaR de rata, dos llamas (Llama glama) fueron
inmunizadas con una fusion de AT1laR-lisozima T4 (T4L) recombinante truncada después de la Lys318 para excluir
una respuesta inmunitaria al carboxilo terminal. El AT1aR se expresé en células de insecto (Shluka et al. 2006) y
el antigeno se reconstituy6 en vesiculas lipidicas tal y como se ha descrito anteriormente (Day et al, 2007). Una
llama fue inmunizada con receptor unido a angiotensina (agonista no sesgado), una llama fue inmunizada con el
(ligando sesgado de B-arrestina TRV023 (Violin et al. 2010) unido al receptor. Después de seis administraciones
semanales del receptor unido a agonista truncado reconstituido, se aislaron linfocitos de la sangre de la llama
inmunizada y se prepard y cribd una biblioteca de fagos como se describe en Materiales y métodos para los
ejemplos. Los ELISA en fase sélida identificaron nanocuerpos que reconocen el receptor AT1a.

Ejemplo 17. Seleccién de nanocuerpos especificos conformacionales mediante ELISA

[0208] En un primer cribado comparamos la union de los nanocuerpos purificados en el antigeno de ATlaR de rata
nativo y desnaturalizado por calor en un ELISA. Para cada nanocuerpo, un pocillo se recubre con el receptor. A
continuacion, esta placa se incuba a 80°C durante 2 h. A continuacion, otro pocillo vacio de la misma placa se
recubre con el receptor sin calentar. Los nanocuerpos que son capaces de unirse selectivamente al receptor nativo
pero no al receptor inactivado por calor reconocen epitopos conformacionales.

Ejemplo 18. Seleccion de nanocuerpos especificos de estado conformacional por transferencia puntual

[0209] En un cribado posterior comparamos la unién de aquellos nanocuerpos que se unen a epitopos
conformacionales de un receptor ATlaR unido a agonista frente a un receptor unido a antagonista por analisis de
transferencia puntual. Este cribado identifica nanocuerpos que reconocen selectivamente una conformacion de un
receptor unido a agonista (estado activo) frente a uno unido a antagonista (estado inactivo).

Ejemplo 19. Cribado para nanocuerpos de ATlaR que estabilizan selectivamente una conformacién activa del
receptor.

[0210] Ademas del ensayo de unién para especificidad de AT1aR (ELISA), los nanocuerpos purificados se evalldan
en un experimento de competencia de radioligandos similar a los ensayos de radioligandos descritos en los
ejemplos 6, 12 y 13. Se considera que los nanocuerpos que aumentan la afinidad del AT1aR por un agonista
estabilizan una conformacion activa del receptor.

Dominios de unién_a proteinas que estabilizan estados conformacionales funcionales del receptor
muscarinico de rata M3

Ejemplo 20. Inmunizacién, construccién de biblioteca y cribado inicial.

[0211] Para obtener nanocuerpos madurados in vivo contra el M3R de rata, una llama (Llama glama) fue inmunizada
con una fusion de M3R-lisozima T4 (M3R-T4L) recombinante truncada en ambos sitios N y C-terminales para excluir
una respuesta inmunitaria a los extremos. En la M3R-T4L el 3r bucle intracelular se sustituy6 por lisozima T4. La
M3R-T4L se expresé en células de insecto y el antigeno se reconstituyé tal y como se ha descrito anteriormente
(Day et al, 2007). Después de seis administraciones semanales del receptor unido a antagonista (tiotropio)
reconstituido, se aislaron linfocitos de la sangre de la llama inmunizada y se preparé y se cribd una biblioteca de
fagos como se describe en Materiales y métodos para los ejemplos.

Ejemplo 21. Seleccién de nanocuerpos especificos conformacionales mediante ELISA

[0212] En un primer cribado comparamos la unién de los nanocuerpos purificados sobre el antigeno de M3R de
rata nativo y desnaturalizado por calor en un ELISA. Para cada nanocuerpo, un pocillo se recubre con el receptor.
A continuacion, esta placa se incuba a 80°C durante 2 h. A continuacion, otro pocillo vacio de la misma placa se
recubre con el receptor sin calentar. Los nanocuerpos que son capaces de unirse selectivamente al receptor nativo
pero no al receptor inactivado por calor reconocen epitopos conformacionales.

Ejemplo 22. Seleccién de nanocuerpos especificos de estado conformacional por transferencia puntual

[0213] En un cribado posterior comparamos la unién de aquellos nanocuerpos que se unen a epitopos
conformacionales de un receptor M3 unido a agonista frente a un receptor unido a antagonista por andlisis de
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transferencia puntual. Este cribado identifica nanocuerpos que reconocen selectivamente una conformacién de un
receptor unido a agonista (estado activo) frente a uno unido a antagonista (estado inactivo).

Ejemplo 23. Cribado para nanocuerpos de M3R que estabilizan selectivamente una conformacién activa del
receptor.

[0214] Ademas del ensayo de unién para especificidad de M3R (ELISA), nanocuerpos purificados se evaltan en
un experimento de competencia de radioligandos similar a los ensayos de radioligandos descritos en los ejemplos
6, 12 y 13. Se considera que los nanocuerpos que aumentan la afinidad del M3R por un agonista estabilizan una
conformacion activa del receptor.

Materiales y métodos para los ejemplos

Preparacién de B2AR

[0215] El B2AR truncado después del aminoacido 365 (82AR-365) con un marcador de epitopo Flag aminoterminal
se expreso en células de insecto Sf9 y se purificd por cromatografia de afinidad secuencial de anticuerpo M1 y
alprenolol tal y como se ha descrito anteriormente (Kobilka 1995). Se inmovilizo el B2AR-365 purificado en una
columna Flag (Sigma) y se equilibré con 10 volumenes de columna de una mezcla de 5 mg/ml de DOPC (Avanti
Polar Lipids) y 0,5 mg/ml de lipido A (Sigma) en octilglucésido al 1% (p/v) (Anatrace), 100 mM de NaCl, 20 mM de
Hepes pH 7,5, 2 mM de CaClz y 1 uM de agonista (por ejemplo, isoproterenol). El B2AR se eluy6 luego en el mismo
tampdn que con EDTA. La concentracion del B2AR eluido se ajusté a 5 mg/ml. Esto normalmente implicaba diluir la
proteina con el mismo tampon, pero ocasionalmente requeria concentrar la proteina hasta dos veces con una célula
de ultrafiltracion de Amicon (poro de 100 kDa). La proteina se dializ6 luego contra solucion salina tamponada con
fosfato con 1 uM de agonista a 4°C para eliminar el detergente. La proteina reconstituida se almacend a -80°C
antes del uso para la inmunizacion.

Preparacion de AT1laR

[0216] El ATlaR con fusion de lisozima T4 en el tercer bucle se trunco después del aminoacido 318 (AT1aR-318).
Esta construccion tiene un marcador de epitopo Flag aminoterminal y un marcador C-terminal de 10 histidinas. El
AT1aR-318 se expreso en células de insecto Tni y se solubilizé en 20 mM de Hepes, pH 7,4, 1M de NaCl y MNG
al 0,5% durante 2h a temperatura ambiente. El receptor se purificd por cromatografia de afinidad secuencial de Ni-
NTA y anticuerpo M1-FLAG. El ATlaR purificado se reconstituyé en una mezcla de 5 mg/ml de DOPC (Avanti Polar
Lipids) y 0,5 mg/ml de lipido A (Sigma) en octilglucésido al 1% (p/v) (Anatrace), 100 mM de NaCl, 20 mM de Hepes
pH 7,5 y 100 uM de agonista (por ejemplo, angiotensina Il). La concentraciéon del AtlaR eluido se ajustd a 1-2
mg/ml. La proteina se dializé luego contra solucién salina tamponada con fosfato con 100 uM de agonista a 4°C
para eliminar el detergente. La proteina reconstituida se almacen6 a -80°C antes del uso para la inmunizacion.

Preparacion de receptor M3

[0217] Se expreso el receptor muscarinico M3 con un marcador de epitopo Flag amino terminal y un marcador de
hexahistidina carboxiloterminal en células de insecto Sf9 en presencia de 1uM atropina (Vasudevan et al. 1995). El
receptor tenia o el bucle 3 intracelular eliminado (M3RAI3) o sustituido con lisozima T4 (M3R-T4L). Las células se
centrifugaron y luego se lisaron por choque osmético, y la proteina se solubilizé en dodecilmaltésido al 1%,
semisuccinato de colesterol al 0,1%, 750 mM de cloruro sédico, 20 mM de Hepes pH 7,5. El receptor solubilizado
se purificd luego por cromatografia de afinidad de niquel seguida de cromatografia de afinidad de FLAG. La proteina
purificada se separ6 luego por cromatografia de exclusién por tamafio para seleccionar el receptor monomérico,
gue se reconstituyd como se describe (Day et al, 2007).

Seleccion de nanocuerpos contra 2AR

[0218] Una unica llama recibié seis administraciones semanales del B2AR truncado reconstituido. Se aislaron
linfocitos de la sangre de la llama inmunizada y se prepar6é el ARN total de estas células. Las secuencias
codificantes del repertorio de nanocuerpos se amplificaron mediante una RT-PCR y se clonaron en el vector de
expresion en fagos pMES4 (genbank GQ907248) (Conrath et al. 2001). Los fagos especificos de B2AR se
enriquecieron por seleccién in vitro en placas de 96 pocillos Maxisorp (NUNC) recubiertas con el receptor
reconstituido B2AR-365. Los fagos unidos a antigenos fueron recuperados de pocillos recubiertos de antigeno o con
trietilamina pH11 y neutralizados con Tris-HCI pH 7 o mediante la adicion de células de E. coli TG1 recién cultivadas.
Después de dos rondas de biopanning, 96 colonias individuales se escogieron de forma aleatoria y los nanocuerpos
se produjeron como una proteina soluble marcada con His en el periplasma de las células TG1. Los ELISA en fase
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sélida identificaron 16 nanocuerpos conformacionales diferentes que reconocen el B2AR-365 unido a agonista
nativo, pero no el receptor desnaturalizado por calor.

Seleccion de nanocuerpos contra AT1aR

[0219] Una dnica llama recibié seis administraciones semanales del AT1aR-318 reconstituido unido a su agonista
angiotensina. Otra llama Unica recibio6 seis administraciones semanales de AT1aR-318 unido a un agonista sesgado
TRV023. Después de la inmunizacion, los linfocitos de cada llama se aislaron por separado de la sangre. EI ARN
total se prepar6 a partir de estas células. De cada muestra se amplificaron las secuencias codificantes del repertorio
de nanocuerpos por RT-PCR y se clonaron por separado (Conrath et al. 2001) en el vector de expresion en fagos
pMESy4-vector para generar dos bibliotecas independientes. EI pMESy4 es un derivado de pMES4 (genbank
GQ907248) que lleva un marcador Hise C-terminal seguido de los aminoacidos EPEA (De Genst et al. 2010). J.Mol.
Biol 402: 326-343.

[0220] El fago especifico de AT1aR fue enriquecio por seleccion in vitro en placas de 96 pocillos Maxisorp (Nunc)
recubiertas con el receptor AT1aR truncado reconstituido (una variante del receptor recombinante sin la insercién
de T4L) unido a angiotensina o a TRV023, respectivamente. El fago unido a antigeno se recuperé de pocillos
recubiertos con antigeno por digestion con tripsina. Después de dos rondas de biopanning, 92 colonias individuales
(46 en ATlaR-angiotensina y 46 en AT1aR-TRV023) se escogieron de forma aleatoria y los nanocuerpos se
produjeron como una proteina soluble marcada con HisIS-EPEA en el periplasma de las células TG1.

Seleccion de nanocuerpos contra M3R

[0221] Una dnica llama recibié seis administraciones semanales de M3R-T4L truncado reconstituido unido al
antagonista tiotropio. Después de la inmunizacion, los linfocitos de esta llama se aislaron de la sangre y el ARN
total se prepar6 a partir de estas células. Las secuencias codificantes del repertorio de nanocuerpos se amplificaron
por RT-PCR y se clonaron (Conrath et al. 2001) en el vector de expresion en fagos pMESy4-vector.

[0222] Para enriquecer en fagos especificos de M3R se siguieron diferentes estrategias de seleccion in vitro usando
diferentes formatos del antigeno en presencia del agonista carbacol o el antagonista benzilato de quinuclidinilo
(QNB). Los formatos de antigeno incluyen particulas similares a virus (VLP) que llevan el receptor de rata M3RAI3
(es decir, el receptor M3 con una delecion en el 3r bucle intracelular), membranas de células CHO humanas que
contienen M3R (Perkin Elmer), M3R-T4L reconstituida recombinante o M3RAIi3 reconstituido recombinante.
Opcionalmente, las VLP que llevan el receptor de rata M3RAI3 o las membranas de M3R humano se capturaron
por aglutinina de germen de trigo recubierta en placas de 96 pocillos Maxisorp (Nunc). El fago unido a antigeno se
recuperé de los pocillos recubiertos con antigeno mediante una digestidn con tripsina. Alternativamente, el fago
seleccionado en el antigeno unido a agonista se eluye usando un exceso de antagonista o viceversa.

[0223] Después de dos rondas de biopanning, 180 colonias se escogieron de forma aleatoria y los hanocuerpos se
produjeron como una proteina soluble marcada con His-EPEA en el periplasma de las células TG1. Un ELISA en
fase sélida comparativo en receptor M3R-T4L frente a receptor AT1aR-T4L resulté en 66 nanocuerpos especificos
de M3R.

Purificacidon de nanocuerpos para la caracterizacion bioquimica

[0224] Los nanocuerpos marcados con His o marcados con HIS-EPEA se expresaron en células de E. coli WK®.
Los extractos periplasmicos se sometieron a cromatografia de afinidad por metales inmovilizados en sefarosa Fast
Flow de sulfato de niquel (Il) (GE Healthcare). Las fracciones de proteina de la IMAC se dializaron durante toda la
noche en 100 mM de MES pH 6,5, 100 mM de tampdn de NaCl. Los nanocuerpos dializados se purificaron ademas
por cromatografia de intercambio de cationes (columna AKTA FPLC con Mono S 10/100 GL).

Cromatografia de exclusion por tamafio

[0225] Los nanocuerpos selectivos de agonista se identificaron por cromatografia de exclusiéon por tamafio tras la
incubacion de 20 uM de B2AR-365N unido a agonista o agonista inverso (carazolol) durante 1h a RT en ausencia o
presencia de 40 pM de nanocuerpos. La cromatografia se realiz6 en DDM al 0,1 %, 20 mM de Hepes pH 7,5, 100
mM de NacCl en presencia de 1 uM de los respectivos ligandos usando una columna AKTA FPLC con Superdex
200 10/300 GL.

Union de ligando en el receptor B2AR truncado en preparaciones de membrana de células de insecto.
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[0226] Se realizaron experimentos de unidon de competencia sobre 32AR-365 expresado en membranas de células
de insecto Sf9 en ausencia o presencia de 1 UM de nanocuerpo durante 90 min a RT en tampén de unién (75 mM
de Tris pH 7,5, 12,5 mM de MgCl2, 1 mM de EDTA, BSA al 0,05% y 10 uM de GTPyS) con 0,5 nM de [°H]-
dihidroalprenolol y (-)-isoproterenol en concentraciones que varian de 101 M a 10 M. El radioligando unido se
separ6 del no unido sobre filtros Whatman GF/B usando una cosechadora Brandel. Los datos son la media + S.E.
de dos experimentos independientes realizados por triplicado.

Fluorescencia del bimano.

[0227] El B2AR purificado se hizo reaccionar con equivalente de monobromobimano (mBBr, Invitrogen) 1:1 en 100
mM de NaCl, 20 mM de Hepes, pH 7.5, maltésido de dodecilo al 0,1% y se incub6 durante toda la noche en hielo
en la oscuridad. El receptor marcado con fluoréforo se purifico justo antes de usar mediante filtracién en gel en una
columna de desalacién equilibrada con el mismo tampdn. Los experimentos de espectroscopia de fluorescencia se
realizaron en un espectrofluorimetro Spex FluoroMax-3 (Jobin Yvon Inc, NJ) con modo de recuento de fotones
usando un paso de banda de excitacion y emision de 4 nm. Todos los experimentos se realizaron a 25°C. Para los
escaneos de emision, la excitacion se establecié a 370 nm y la emisién se midi6 desde 430-530 nm con un tiempo
de integracion de 1 s/nm. Para determinar el efecto de los nanocuerpos y los ligandos, tres muestras de proteina
marcada individuales se incubaron con 1 uM de nanocuerpo o 10 uM de isoproterenol 0 ambos. Los espectros de
emision de las muestras se tomaron después de 1 hora de incubacion. La intensidad de fluorescencia se corrigié
para la fluorescencia de fondo del tampon y los ligandos en todos los experimentos. Los datos son la media + S.E.
de dos experimentos independientes realizados por triplicado.

Preparacion de B2AR-T4L y nanocuerpo-80 para cristalografia

[0228] EI B2AR-T4L se expresé en cultivos de células de insecto Sf-9 infectadas con baculovirus B2AR-T4AL y se
solubilizé segiin métodos previamente descritos (Kobilka 1995). La proteina funcional se obtuvo por cromatografia
de afinidad de M1 FLAG (Sigma) antes y después de la cromatografia de alprenolol-sefarosa (Kobilka 1995). En el
segundo paso de la cromatografia M1, el alprenolol unido a receptor se cambié por un agonista de alta afinidad y
el dodecilmaltésido se cambio por el MNG-3 anfifilico para una estabilidad del receptor aumentada (Chae y Gellman,
no publicado). El B2ART4L unido a agonista y con el detergente cambiado se eluy6é en 10 mM de Hepes pH 7,5,
100 mM de NaCl, MNG-3 al 0,02% y 10 uM de agonista seguido de la eliminacién de la N-glicosilacién por
tratamiento con PNGasaF (NEB). La proteina se concentr6 a ~50 mg/ml con un concentrador Vivaspin
(Vivascience) con un corte de peso molecular de 100 kDa.

[0229] El nanocuerpo 80 (Nb80) que lleva un marcador Hise C-terminal se expresoé en el periplasma de la cepa de
E. coli WKB6 tras la induccion con IPGT. Se cultivaron cultivos de 0,6 L a ODeoo = 0,7 a 37°C en medio TB con
glucosa al 0,1%, 2 mM de MgClz y 50 pg/ml de ampicilina. Los cultivos inducidos se cultivaron durante toda la noche
a 28°C. Las células se cosecharon por centrifugacién y se lisaron en el tampon helado (50 mM de Tris pH 8,0, 12,5
mM de EDTA, y 0,125 M de sacarosa), luego se centrifugaron para eliminar restos celulares. El Nb80 se purifico
por cromatografia de afinidad de niquel, se dializé contra tampédn (10 mM de Hepes pH 7,5, 100 mM de NaCl) y se
concentré por centrifugacion a ~120 mg/ml.

Cristalizacién

[0230] El B2AR-T4L unido a agonista y el nanocuerpo (por ejemplo, Nb80) se mezclaron con una proporcién molar
1:1,2, se incubaron 2 horas a RT antes de mezclarse con monooleina licuada (M7765, Sigma) con colesterol al
10% (C8667, Sigma) con una proporcion proteina a lipido 1:1,5 (p/p) usando el método de mezclado de doble
jeringa desarrollado por Martin Caffrey (Caffrey y Cherezov 2009). Se identificaron cabezas de serie de cristalizacion
iniciales usando cribados internos y se optimizaron en placas de sandwich de vidrio de 24 pocillos usando gotas de
50 nl de proteina:lipido administradas manualmente y cubiertas con 0,8 pl de solucién precipitante en cada pocillo
y selladas con un cubreobjetos de vidrio. Se cultivaron cristales para la coleccién de datos a 20°C por difusiéon de
vapor de gota pendiente usando 0,8 pl de solucidon de almacenamiento (del 36 al 44% de PEG 400, 100 mM de Tris
pH 8, DMSO al 0,4 %, 1,2,3-heptanotriol al 1 %) diluido de 2 a 4 veces en agua Milli-Q. Los cristales crecieron a
tamafio completo en un plazo de 7 a 10 dias. Los cristales se congelaron de manera instantanea y se almacenaron
en nitrégeno liquido con la solucidn de almacenamiento como crioprotector.

Coleccion y procesamiento de datos de microcristalografia

[0231] Los datos de difraccion se midieron en la linea del haz 23-ID del Advanced Photon Source, usando un haz
de 10 um de diametro. Se utilizaron imagenes de dosis baja de rotacion de 1,0° para localizar y centrar cristales
para la coleccién de datos. Se midieron los datos en imagenes de 1,0° con tiempos de exposicion tipicamente de
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5-10 s con un rayo atenuado 5x. Solo datos de 5-10° pudieron medirse antes de que ocurrieran dafios significativos
por radiacion. Los datos se integraron y se estandarizaron con el paquete HKL2000 (Otwinowski 1997).

Solucién y refinamiento de la estructura

[0232] Se obtuvieron fases de sustitucion molecular con el programa Phaser (McCoy 2007). Los modelos de
budsqueda fueron 1) la estructura del B2AR unido a carazolol de alta resolucién, PDB id 2RH1, pero con T4L y todas
las moléculas de agua, ligando y lipido eliminadas) y un nanocuerpo (PDB id 3DWT, moléculas de agua eliminadas)
como modelos de busqueda. Las puntuaciones Z de la funcién de rotacién y traslacion fueron 8,7 y 9,0 después de
la colocacién del modelo de B2AR, y el modelo de nanocuerpo colocado posteriormente tenia unas puntuaciones Z
de la funcién de rotacién y traslacion de 3,5y 11,5. El modelo se refind en Phenix (Afonine 2005) y Buster (Blanc
2004), usando un modelo de factor del grupo B con una B para la cadena principal y una B para los atomos de la
cadena lateral. Las estadisticas de refinamiento se dan en la tabla 5. A pesar de la fuerte anisotropia (tabla 5), la
densidad electrénica estaba clara para la colocacién de las cadenas laterales.

Union de ligando en el receptor B2AR truncado reconstituido en particulas HDL.

[0233] El efecto del Nb80 y Gs sobre la afinidad de los receptores por agonistas se compar6 en los experimentos
de union de competencia. El 82AR y el B2AR-T4L (ambos truncados en la posicion 365) purificados tal y como se
ha descrito anteriormente (Rosenbaum et al. 2007; Rasmussen et al. 2007) fueron reconstituidos en particulas de
lipoproteina de alta densidad (HDL) seguido de la reconstitucién de la Gs en particulas HDL que contenian B2AR
segun métodos previamente publicados (Whorton et al. 2007). Se usaron 0,6 nM de [*H]-dihidroalprenolol (3H-DHA)
como radioligando y (-)-isoproterenol (ISO) en concentraciones que varian de 1012 a 10 M como competidor. El
Nb80 se us6 a 1 uM. GTPyS se us6 a 10 uM. TBS (50 mM de Tris pH 7,4, 150 mM de NaCl) con BSA al 0,1% se
us6 como tampon de unién. El *H-DHA unido se separ6 del no unido en una cosechadora Brandel pasando sobre
un filtro Whatman GF/B (previamente empapado en TBS con polietilenimina al 0,3%) y se lavo en TBS frio. La unién
de radioligandos se midié en un contador de centelleo Beckman LS6000. La afinidad de unién de ligando (Kq) del
DHA se determind a partir de las curvas de unién de saturacion usando el software GraphPad Prism. Las afinidades
de unién del ISO (valores Kj, tabulados en la tabla 4) se determinaron a partir de los valores ICsp usando la ecuacién
Ki = 1Cso/ (1 + [L] / Kq).

Unidn de ligando en el receptor B2AR en toda su longitud en extractos de membrana de células de insecto para la
identificacion de agonistas mejorada.

[0234] Los experimentos de unién de radioligandos de competencia en extractos de membrana se realizaron
esencialmente como describen Seifert y sus compafieros (Seifert et al. 1998. Eur. J. Biochem. 255: 369-382). Diez
Hg de extractos de membrana homogeneizados de células de insecto que contenian $2AR humano (Perkin Elmer,
n.° de cat. 6110106400UA) se incubaron con Nb80 o un nanocuerpo no relacionado (control negativo; Irr Nb)
durante 1h a 37°C en el tampdn de incubacion (75 mM de Tris-HCI, 12,5 mM de MgClz, 1 mM de EDTA y BSA al
0,2% p/v) en placas de 24 pocillos (Corning Costar). Los nanocuerpos se aplicaron a una concentracion final de
500 nM, que corresponde a un exceso de 3000 veces de nanocuerpo frente al receptor adrenérgico. Posteriormente,
una serie de diluciéon apropiada del ligando bajo investigacion se afiadié a los extractos de membrana unida a
nanocuerpo junto con 2 nM de radioligando H-DHA (Perkin Elmer n.° de cat. NET720001MC; actividad especifica
de 104,4 Ci/mmol). El volumen total por pocillo se ajustd con tampdn de incubacion a 500 ul y la mezcla reactiva se
incub6 adicionalmente durante otra hora a 37°C al bafio maria. Después de la cosecha de los extractos de
membrana con una cosechadora celular (Inotech) sobre filtros de fibra de vidrio (papel de filtro Whatmann GF/B),
los filtros se lavaron con tampon de lavado helado (50 mM de Tris-HCI pH 7,4) y partes de los filtros secados al aire
se transfirieron a tubos de centelleo que contenian 3,5 ml de liquido de centelleo Optiphase 'Hisafe 2' (Perkin Elmer).
La radiactividad se midié en un contador de centelleo LKB Wallace después de una incubacion de 1 hora a
temperatura ambiente.

Cribado de biblioteca de compuestos.

[0235] Una biblioteca de compuestos se cribé para agonistas usando un ensayo de unién de radioligandos de
competencia. Para este fin, 10 ug de extractos de membrana preparados internamente a partir de células HEK293T
que expresan B2AR humano (nivel de expresion de ~10 pmol/mg de proteina de membrana) se preincuban con
Nb80 o un nanocuerpo no relacionado (control negativo) durante 1h a 30°C en tampdn de incubacion (50 mM de
Hepes pH 7,4, 1 mM de CaClz, 5 mM de MgClz, 100 mM de NaCl y BSA al 0,5% p/v). Los nanocuerpos se aplican
a una concentracion final de 500 nM, que corresponde aproximadamente a un exceso de 3000 veces de nanocuerpo
frente al B2AR. Posteriormente, las membranas cargadas de nanocuerpos se afiaden a placas de 96 pocillos que
contienen compuestos de bibliotecas y 2 nM del radioligando 3H-dihidroalprenolol (DHA). El volumen total por pocillo
se ajusta con tampén de incubacion a 100 pl y la mezcla reactiva se incuba posteriormente durante otra hora a
30°C. Posteriormente, el radioligando unido a la membrana se cosecha usando una placa de filtro de 96 pocillos de
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fibra de vidrio GF/B (Perkin Elmer) previamente empapada en polietilenimina al 0,3%. Las placas de filtro se lavan
con tampon de lavado helado (50 mM de Tris-HCI pH 7,4) y se secan durante 30 minutos a 50°C. Después de
anadir 25 pl de fluido de centelleo (MicroScint™-O, Perkin Elmer), se mide la radiactividad (cpm) en un contador de
centelleo Wallac MicroBeta TriLux.

Espectroscopia de fluorescencia del bimano en 82AR reconstituido en particulas HDL.

[0236] Para comparar los efectos sobre la conformacion del receptor de la union de Gs y Nb80, el 2AR purificado
se marc6 con la sonda fluorescente sensible al entorno monobromo-bimano (Invitrogen) con la cisteina 265 situada
en el extremo citoplasmico del TM6 y se reconstituyd en particulas HDL (mBB-B32AR/HDL). Antes de obtener los
espectros de emision de fluorescencia, 10 nM de mBB-B2AR/HDL se incubaron 30 min a RT en tamp6n (20 mM de
Hepes pH 7,5, 100 mM de NacCl) en ausencia o presencia de 10 uM de ISO, 1 uM del agonista inverso ICI-118,551
(ICI), 300 nM de heterotrimero de Gs 0 300 nM de Nb80, o en combinaciones de ISO con Gs, ISO con Nb80 e ICI
con Nb80. La espectroscopia de fluorescencia se realiz6 en un espectrofluorimetro Spex FluoroMax-3 (Jobin Yvon
Inc.) con el modo de recuento de fotones, usando un paso de banda de excitacion y emision de 5 nm. La excitacion
se establecié a 370 nm y la emisién se recogié de 415 a 535 nm en incrementos de 1 nm con un tiempo de
integracion de 0,3 s/nm. La intensidad de fluorescencia se corrigio para la fluorescencia de fondo del tampén y los
ligandos.

Tabla 1. Lista de nanocuerpos especificos de B2AR

Numero de referencia de los nanocuerpos | Anotacion breve de los nanocuerpos | SEQ ID NO
CA2764 NB64 1
CA3431 NB31 2
CA3413 NB13 3
CA2780 NB80 4
CA2765 NB65 5
CA2761 NB61 6
CA3475 NB75 7
CA2770 NB70 8
CA3472 NB72 9
CA3420 NB20 10
CA3433 NB33 11
CA3434 NB34 12
CA3484 NB84 13
CA2760 NB60 14
CA2773 NB73 15
CA3477 NB77 16
CA2774 NB74 17
CA2768 NB68 18
CA3424 NB24 19
CA2767 NB67 20
CA2786 NB86 21
CA3422 NB22 22
CA2763 NB63 23
CA2772 NB72 24
CA2771 NB71 25
CA2769 NB69 26
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CA2782 NB82 27
CA2783 NB83 28
CA2784 NB84 29
Tabla 2. CDR de nanocuerpos especificos de B2AR
Numero de Anotacion breve CDR1 CDR2 CDR3
referencia de los de los
nanocuerpos nanocuerpos
CA2764 NB64 GSIFSINT IHSGGST NVKDYGAVLYEYDY (SEQ
(SEQ ID NO (SEQ ID NO ID NO 57)
30) 43)
CA3431 NB31 GSIFSINT IHSGGST NVKDYGAVLYEYDY (SEQ
(SEQ ID NO (SEQ ID NO ID NO 57)
30) 43)
CA3413 NB13 GSIFSINT IHSGGST NVKDYGAVLYEYDY (SEQ
(SEQ ID NO (SEQ ID NO ID NO 57)
30) 43)
CA2780 NB80 GSIFSINT IHSGGST NVKDYGAVLYEYDY (SEQ
(SEQ ID NO (SEQ ID NO ID NO 57)
30) 43)
CA2765 NB65 GSIFSINT IHSGGST NVKDYGAVLYEYDY (SEQ
(SEQ ID NO (SEQ ID NO ID NO 57)
30) 43)
CA2761 NB61 GSIFSLND ITSGGST NAVVAGTFSTYDY (SEQ ID
(SEQ ID NO (SEQ ID NO NO 58)
31) 44)
CA3475 NB75 GSIFSLND ITSGGST NAVVAGTFSTYDY (SEQ ID
(SEQ ID NO (SEQ ID NO NO 58)
31) 44)
CA2770 NB70 GSIFSLND ISSGGRL NAVVAGTFSTYDY (SEQ ID
(SEQ ID NO (SEQ ID NO NO 58)
31) 45)
CA3472 NB72 GSIFSLND ISSGGRL NAVVAGTFSTYDY (SEQ ID
(SEQ ID NO (SEQ ID NO NO 58)
31) 45)
CA3420 NB20 GSIFSLND ITSGGST NAKVAGTFSIYDY (SEQ ID
(SEQ ID NO (SEQ ID NO NO 59)
31) 44)
CA3433 NB33 GSIFSLND VTSGGST NAKVAGTFSIYDY (SEQ ID
(SEQ ID NO (SEQ ID NO NO 59)
31) 46)
CA3434 NB34 GSIFSLND ITSGGST NAKVAGTFSIYDY (SEQ ID
(SEQ ID NO (SEQ ID NO NO 59)
31) 44)
CA3484 NB84 GSIFSLND ITSGGST NAKVAGTFSIYDY (SEQ ID
(SEQ ID NO (SEQ ID NO NO 59)
31) 44)
CA2760 NB60 GSIFSLND ITSGGST NAKVAGTFSIYDY (SEQ ID
(SEQ ID NO (SEQ ID NO NO 59)
31) 44)
CA2773 NB73 GSIFSLND ITSGRST NAKVAGTFSIYDY (SEQ ID
(SEQ ID NO (SEQ ID NO NO 59)
31) 47)
CA3477 NB77 GSIFSLND ITSGGST NAKVAGTFSIYDY (SEQ ID
(SEQ ID NO (SEQ ID NO NO 59)
31) 44)
CA2774 NB74 GSIFSIND ITSGGSV NAKVAGTFSIYDY (SEQ ID
(SEQ ID NO (SEQ ID NO NO 59)
32) 48)
CA2768 NB68 GTIFSNNA ITSGGST NAKVPGTFSIYDY (SEQ ID
(SEQ ID NO (SEQ ID NO NO 60)
33) 44)
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CA3424 NB24 GSVFSLPT ITGSGST | YYRSTFTEY (SEQ ID NO 61)
(SEQ ID NO (SEQ ID NO
34) 49)
CA2767 NB67 GTISSFIA ITSGGET NAQVFADIFNLINY (SEQ ID
(SEQ ID NO (SEQ ID NO NO 62)
35) 50)
CA2786 NB86 GTIFSPNT ITSGGSR NYQTVFFGNAEA (SEQ ID
(SEQ ID NO (SEQ ID NO NO 63)
36) 51)
CA3422 NB22 GSIFSINA STSGDIT NARGIYSDYAFADFNS (SEQ
(SEQ ID NO (SEQ ID NO ID NO 64)
37) 52)
CA2763 NB63 GSRFSFIT | LSGDNT (SEQ | RGTSVLYDV (SEQ ID NO
(SEQ ID NO ID NO 53) 65)
38)
CA2772 NB72 GFTFSGYA INSGGGST HARDIYSDFLGQYEYDY
(SEQ ID NO (SEQ ID NO (SEQ ID NO 66)
39) 54)
CA2771 NB71 GFAFSSYE ITTGGNT NANWDLLSDY (SEQ ID NO
(SEQ ID NO (SEQ ID NO 67)
40) 55)
CA2769 NB69 GSIFSINA ITSGGST NVQGTGPSSWLFNEYDY
(SEQ ID NO (SEQ ID NO (SEQ ID NO 68)
37) 44)
CA2782 NB82 GSIFSINS ITSDGST NADSVYSDFLGKYEYDY
(SEQ ID NO (SEQ ID NO (SEQ ID NO 69)
41) 56)
CA2783 NB83 GSIFSLNA ITSDGST NADSVYSDFLGKYEYDY
(SEQ ID NO (SEQ ID NO (SEQ ID NO 69)
42) 56)
CA2784 NB84 GSIFSINA ITSGGST HVRDIYSDFLGQYEYDY
(SEQ ID NO (SEQ ID NO (SEQ ID NO 70)
37) 44)

TABLA 3. Propiedades de union de agonista completo de membranas que expresan B2AR en presenciay

ausencia de nanocuerpos.

La union de competencia de [3H]-DHA se realiz6 en membranas de células de insecto Sf9 que expresan B2AR,
en presencia o ausencia de 1 UM de nanocuerpos. Los datos representan la media + s.e. de dos experimentos
independientes realizados por triplicado. Los valores ICso usados para calculos de valores Ki se obtuvieron a
partir de medias de valores pIC50 determinados por andlisis de regresion no lineal usando Prism (GraphPad

Software, San Diego, CA) y el intervalo de s.e. a partir de plCso % s.€.

Isoproterenol Ki [intervalo de S.E.] (hm)

B2AR 295 [211-412]
+ NB65 13,8 [6,98 - 27,3]
+ NB67 19,4 [11,3 - 33,1]
+ NB69 53,5 [34,3 - 83,1]
+NB71 10,6 [3,68 - 30,4]
+NB72 145 [93,3 - 226]
+ NB8O 10,0 [4,74 - 210]
+ NB84 75,4 [35,9 - 158]

TABLA 4. Caracterizacién farmacologica de B2AR reconstituido en particulas HDL en complejo con Gs y
Nb80

Unién de saturacion Unién de competencia [°H]-
de [3H]-DHA DHA / (-)-isoproterenol
Ka = S.E. Ki del estado de baja afinidad
[Intervalo de S.E.]

Ki del estado de alta
afinidad [intervalo de
S.E]
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B2AR

nM
0,55 + 0,09 (n=3)

BZAR + Gs

B2AR

+ Gs +

GTPyS
B2AR + NB8O

B2AR-TAL

0,42 + 0,01 (n=3)

B2AR-TAL  +

NB80

nM

107,5[103,8 - 111,3]

95,3 [82,8 - 109,7]
95,2 [92,2 - 98,3]

33,5 [31,6-35,5]

1,07 [0,96-1,19]

1,13[1,09 - 1,18]

0,56 [0,54 - 0,57]

(n=3)
(n=4)
(n=3)

(n=3)
(n=3)
(n=4)

TABLE 5. Coleccion de datos de rayos X y estadisticas de refinamiento del complejo B2AR-

Nb80

A. Estadisticas de coleccion de datos

longitud de onda (A)

grupo espacial

parametros de la célula unitaria
a (A)

b (A)

c(A)

B ()

numero de cristales

resolucion (A)

reflexiones Unicas

completitud

multiplicidad

<llo(l)>

Rcombinacion (%)

B. estadisticas de refinamiento

resolucion (A)

N° de reflexiones conjunto de trabajo (conjunto de prueba)

Rtrabajo/Riibre (%)

rmsd de la idealidad
longitudes de enlace (A)
angulos de enlace (°)
Correccion anisotropica B (A2)
Factor B medio (A2)

receptor

nanocuerpo

agonista

Andlisis de Ramachandran

residuos en la regién mas favorecida (%)

regién permitida adicionalmente (%)
region permitida generosamente (%)

region no permitida (%)

50

1,0332
Cc2

236,7
457

71,4

102,3

23

37-3,50 (3,56-3,50)
10147 (903)

94,8 (93,7)
3,5(3,2)

6,7 (1,8)

0,192 (0,594)

37-3,50
9210 (937)
0,225/ 0,294

0,010
1,3
B11=33,5/B22=2,7/B33=-36,3/B13=4,5

76,4
96,6
62,4

86,6
13,4
0,0
0,0
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TABLA 6. El nanocuerpo 80 indujo el desplazamiento de potencia de los (ant)agonistas. Los
agonistas muestran una afinidad aumentada por el complejo B2AR-Nb80.

ID del competidor Tipo de competidor para B2AR | Desplazamiento de potencia*
isoproterenol agonista 8,8

alprenolol antagonista 1,1

carvedilol antagonista 1,2

CGP12177A antagonista 1,0

salmeterol agonista completo 3,3

terbutalina agonista parcial 4,3

dobutamina agonista parcial 2,3

salbutamol agonista parcial 4,2

IC1118,551 Agonista inverso 0,9

metaproterenol agonista 29

procaterol agonista 2,3

ritodrina agonista 2,7

fenoterol Agonista completo 3,7

formoterol agonista 4,0

timolol antagonista 0,6

*Los desplazamientos de potencia se determinaron como la proporcion del Clso medido en
presencia de un Nb irrelevante (control negativo) y el Clso medido en presencia de Nb80.
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25 30

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gln Arg Glu Leu Val

40 45

Gly Gly Arg Leu Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys

55

60

Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu

70

75 80

Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Asn

90 95

Thr Phe Ser Thr Tyr Asp Tyr Trp Gly Gln Gly

105 110

Ser Ser
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<210> 10
<211>119

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 10

Gln VvVal Gln
1

Ser Leu Arg

Asp Met Gly
35

Ala Ala Ile
50

Gly Arg Phe

Gln Met Asn

Ala Lys Val

Thr Gln Val
115

<210>11

<211> 119

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 11

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ala

100

Thr

Gln

Ser

Tyr

Ser

Val

Leu

85

Gly

Val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Lys

Thr

Ser

ES 2771479 T3

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Pro

Phe

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Asp

Glu

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ile
105

62

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Ala

Thr
90

Tyr

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Val

Tle

Gln

Ala

60

Asn

Val

Tyr

Gln

Phe

Arg

45

Asp

Thr

Tyr

Trp

Ala

Ser

30

Asp

Ser

Val

Tyr

Gly
110

Gly

15

Leu

Leu

Val

Tyr

Cys

Gln

Gly

Asn

Val

Lys

Leu

80

Asn

Gly



Gln Val

Ser Leu

Asp Met

Ala Ala
50

Gly Arg

Gln Met

Ala Lys

Thr Gln

<210> 12
<211> 119
<212> PRT

Gln

Arg

Gly

35

val

Phe

Asn

Val

val
115

<213> Lama glama

<400> 12

Leu

Leu
20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ala
100

Thr

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Leu
85

Gly

val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Lys

Thr

Ser

ES 2771479 T3

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

Pro

Phe

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Asp

Glu

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ile
105

63

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Ala

Thr
90

Tyr

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Val

Ile

Leu

Ala

60

Asn

Val

Tyr

Gln

Phe

Arg

45

Asp

Thr

Tyr

Trp

Ala

Ser

30

Glu

Ser

Val

Tyr

Gly
110

Gly

15

Leu

Leu

Val

Tyr

Cys
95

Gln

Gly

Asn

Val

Lys

Leu

80

Asn

Gly



Gln Val Gln

Ser Leu Arg

Asp Met Gly

Ala Ala Ile
50

Gly Arg Phe
65

Gln Met Asn

Ala Lys Val

Thr Gln Val
115

<210> 13
<211>119

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 13

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ala

100

Thr

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Leu

85

Gly

Val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Lys

Thr

Ser

ES 2771479 T3

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Phe

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Asp

Glu

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Tle
105

64

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Ala

Thr
90

Tyr

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Val

Ile

Leu

Ala

60

Asn

Vval

Tyr

Gln

Phe

Arg

45

Asp

Thr

Tyr

Trp

Pro Gly
15

Ser Leu

30

Glu Leu

Ser Val

Val Tyr

Tyr Cys

Gly Gln
110

Gly

Asn

Val

Lys

Leu

80

Asn

Gly



Gln

Ser

Asp

Ala

Gly

Gln

Ala

Thr

<210> 14
<211> 119

Val

Leu

Met

Ala

50

Arg

Met

Lys

Gln

<212> PRT
<213> Lama glama

<400> 14

Gln

Arg

Gly

35

Ile

Phe

Asn

val

Val
115

Leu

Leu
20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ala

100

Thr

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Leu

85

Gly

Val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Lys

Thr

Ser

ES 2771479 T3

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

Phe

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Asp

Glu

Ser

Gly

Ser
25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ile
105

65

Gly
10

Gly

Gly

Lys

Ala

Thr

90

Tyr

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Val

Ile

Leu

Ala

60

Asn

Val

Tyr

Gln

Phe

Arg

45

Asp

Thr

Tyr

Trp

Ala

Ser
30

Glu

Pro

Val

Tyr

Gly
110

Gly
15

Leu

Leu

Val

Tyr

Cys

95

Gln

Gly

Asn

Val

Lys

Leu

80

Asn

Gly



Gln

Ser

Asp

Ala

Gly

65

Gln

Ala

Thr

Val

Leu

Met

Ala

50

Arg

Met

Lys

Gln

<210> 15

<211>119
<212> PRT
<213> Lama glama

<400> 15

Gln

Arg

Gly

35

Ile

Phe

Asn

Val

Val
115

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ala

100

Thr

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Leu

85

Gly

Val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Lys

Thr

Ser

ES 2771479 T3

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Phe

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Asp

Glu

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ile
105

66

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Ala

Thr
90

Tyr

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Val

Ile

Leu

Ala

60

Asn

Val

Tyr

Gln

Phe

Arg

45

Asp

Thr

Tyr

Trp

Ala

Ser

30

Glu

Ser

Val

Tyr

Gly
110

Gly

15

Leu

Leu

Val

Tyr

Cys

95

Gln

Gly

Asn

Val

Lys

Leu

80

Asn

Gly



Gln

Ser

Asp

Ala

Gly

65

Gln

Ala

Thr

Val

Leu

Met

Ala

50

Arg

Met

Lys

Gln

<210> 16

<211>119
<212> PRT
<213> Lama glama

<400> 16

Gln Val Gln Leu Gln

1

Ser Leu Arg Leu Ser

Asp Met Gly Trp Tyr

Ala Ala Ile Thr Ser

Gln

Arg

Gly

35

Ile

Phe

Asn

Val

Val
115

Leu Gln

Leu Ser
20

Trp Tyr

Thr Ser

Thr Ile

Ser Leu

85

Ala Gly
100

Thr Val

20

35

50

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Lys

Thr

Ser

ES 2771479 T3

Ser

Ala

Gln

Arg

55

Arg

Pro

Phe

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Asp

Glu

Ser

Gly Gly Leu Val
10

Ser Gly Ser Ile
25

Pro Gly Lys Gln

Thr Asn Tyr Ala
60

Asn Ala Lys Asn
75

Asp Thr Ala Val
90

Ile Tyr Asp Tyr
105

10

25

40

55

Gln Ala Gly Gly
15

Phe Ser Leu Asn
30

Arg Glu Leu Val
45

Asp Ser Val Lys

Thr Val Tyr Leu
80

Tyr Tyr Cys Asn
95

Trp Gly Gln Gly
110

Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Ala Gly Gly

15

Cys Ala Ala Ser Gly Ser Ile Phe Ser Leu Asn

30

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gln Arg Glu Leu Val

45

Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys

60
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Gly Arg Phe
65

Gln Met Asn

Ala Lys Val

Thr Gln Val
115

<210> 17
<211>119

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 17

Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg

Asp Met Gly

Ala Ala Ile
50

Gly Arg Phe
65

Gln Met Asn

Ala Lys Val

Thr Gln Val
115

<210>18
<211> 119

Thr

Ser

Ala

100

Thr

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ala

100

Thr

Ile

Leu

85

Gly

Val

Gln

Ser

Phe

Ser

Ile

Leu

85

Gly

Val

Ser

70

Lys

Thr

Ser

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Lys

Thr

Ser

ES 2771479 T3

Arg

Pro

Phe

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Pro

Phe

Ser

Asp

Glu

Ser

Gly

Ala

Val

40

Ser

Asp

Glu

Ser

Asn

Asp

Ile
105

Gly

Ser

25

Pro

Val

Asn

Asp

Ile
105

68

Ala

Thr

90

Tyr

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Gly

Thr
90

Tyr

Lys Asn Thr Val Tyr Leu

75

Ala Vval Tyr Tyr

Asp Tyr Trp Gly

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Val

Ile

Gln

Ala

60

Asn

Val

Tyr

Gln

Phe

Arg

45

Glu

Thr

Trp

110

Ala

Ser

30

Glu

Pro

Val

Tyr

Gly
110

Cys
95

Gln

Gly

15

Ile

Leu

Val

Tyr

Cys

Gln

80

Asn

Gly

Arg

Asn

Val

Lys

Leu

80

Asn

Gly
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<212> PRT
<213> Lama glama

<400> 18

Gln Val Gln

1

Ser Leu Arg

Ala Met Gly

Ala Ala Ile
50

Gly Arg Phe

Leu Met Asn

Ala Lys Val

Thr Gln Val
115

<210> 19

<211> 115

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 19

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Pro

100

Thr

Gln

Ser

His

Ser

Ile

Leu

85

Gly

Val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Lys

Thr

Ser

ES 2771479 T3

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

Pro

Phe

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Asp

Glu

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ile
105

69

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Ala

Thr

90

Tyr

Leu

Thr

Lys

Tyr

Lys

15

Ala

Asp

vVal

Ile

Gln

Ala

60

Asn

Val

Tyr

Gln

Phe

Arg

45

Asp

Thr

Trp

Ala

Ser

30

Glu

Ser

Val

Tyr

Gly
110

15

Asn

Leu

Val

Cys

Gln

Gly

Asn

Val

Lys

Leu

80

Asn

Gly



Gln

Ser

Thr

Ala

Gly

65

Gln

Tyr

vVal

Leu

Ala

Leu

50

Arg

Met

Arg

Gln

Arg

Gly

35

Ile

Phe

Asn

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Ala

Ser

Thr

Val Ser Ser

<210> 20

<211> 120

<212> PRT
<213> Lama glama

<400> 20

115

Gln

Ser

Tyr

Gly

Ile

Leu

85

Phe

100

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

His

Thr

ES 2771479 T3

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Arg

Glu

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Glu

Glu

Tyr

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Tyr

Asp

Trp

70

Gly
10

Gly

Gly

His

Ser

Thr

90

Gly

105

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Gln

val

Val

Gln

Ala

60

Lys

val

Gly

Gln

Phe

Arg

45

Asp

Thr

Tyr

Thr

Ala

Ser

30

Glu

Ser

Met

Phe

Gln

Gly
15

Leu

Leu

vVal

Asp

Cys

95

Vval

110

Gly

Pro

Val

Lys

Leu

80

Tyr

Thr



Gln Val Gln

Ser Leu Arg

Ala Met Gly
35

Ala Gly Ile

Gly Arg Phe
65

Gln Met Asn

Ala Gln Val

Gly Thr Gln
115

<210>21
<211>118

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 21

Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg

Thr Met Ala
35

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Thr

Phe

100

Val

Leu

Leu
20

Trp

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Leu

85

Ala

Thr

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Lys

Asp

Val

ES 2771479 T3

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Pro

Tle

Ser

Gln Glu Ser

5

Ser Cys Ala Ala

Ala Ser
25

Ser Pro

40

Glu Thr

Asp Asn

Glu Asp

Phe Asn

105

Ser
120

Gly Gly

25

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Ala

Thr

90

Leu

Leu

Thr

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ile

Val

Ile

Gln

Glu

60

Asn

val

Asn

Gly Leu Val

10

Ser Gly Thr Ile

Gln

Ser

Arg

45

Asp

Thr

Tyr

Tyr

Gln

Phe

Ala Gly
15

Ser Phe
30

Glu Leu

Ser Val

Leu Tyr

Tyr Cys
95

Trp Gly
110

Ala Gly
15

Ser Pro
30

Gly

Ile

Val

Lys

Leu

80

Asn

Gln

Gly

Asn

Tyr Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gln Arg Glu Leu Val

40

71
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Ala Leu
50

Gly Arg
65

Gln Met

Tyr Gln

Gln Val

<210> 22
<211> 122
<212> PRT

Tle

Phe

Asn

Thr

Thr
115

<213> Lama glama

<400> 22

Thr

Thr

Asn

Val

100

val

Ser

Ile

Leu

85

Phe

Ser

Gly

Ser

70

Lys

Phe

Ser

ES 2771479 T3

Gly Ser Arg Asn

55

Arg Asp Asn

Pro Glu Asp

Gly Asn Ala

72

105

Ala

Thr
90

Glu

Tyr Ala Asp
60

Lys Asn Thr
75

Ala Val Tyr

Ala Trp Gly

Tyr Val Lys

Leu Tyr Leu
80

Tyr Cys Asn
95

Gln Gly Thr
110



Gln Val

Ser Leu

Ala Met

Ala Ala
50

Gly Arg
65

Gln Met

Ala Arg

Gly Gln

<210> 23
<211> 114
<212> PRT

Gln

Arg

Gly

Ser

Phe

Asn

Gly

Gly
115

<213> Lama glama

<400> 23

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Tle

100

Thr

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Leu

85

Tyr

Gln

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Glu

Ser

Val

ES 2771479 T3

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Arg

Pro

Asp

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Ile

Asp

Glu

Tyr

Val
120

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ala

105

Ser

73

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Ala

Thr

90

Phe

Ser

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Gly

Ala

Val

Ile

Gln

Ala

60

Asn

Vval

Asp

Gln

Phe

Arg

45

Asp

Thr

Tyr

Phe

Ala

Ser

30

Glu

Ser

Val

Tyr

Asn
110

Gly

15

Ile

Leu

Val

Tyr

Cys

Ser

Gly

Asn

Val

Lys

Leu

80

Asn

Trp



Gln Val Gln

Ser Leu Arg

Thr Met Gly

Ala Thr Leu
50

Arg Phe Thr
65

Met Asn Gly

Thr Ser Val

Ser Ser

<210> 24
<211>124

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 24

Gln val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met Asn
35

Ser Ala Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Ile

Leu

Leu
100

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Gln

Ser

Leu

Gly

Ser

Lys

Tyr

Gln

Ser

Val

Ser

Thr

Glu

Cys

Arg

Asp

Arg

70

Pro

Asp

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile
70
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Ser

Ala

Gln

Asn

55

Asp

Glu

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Gly

Ser

Ala

40

Thr

Asn

Asp

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ala

Thr

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

74

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Gly

Gln

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Leu

Ser

Lys

Ser

Asn

75

Thr

Gly

Leu

Phe

Lys

Ser

Ala
75

Val

Arg

Gln

Asp

60

Thr

Tyr

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Gln

Phe

Arg

45

Ala

Val

Tyr

Gln

Gln

Phe

Pro

45

Ala

Asn

Ala

Ser

30

Glu

Val

Tyr

Cys

Val
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Gly

15

Phe

Leu

Lys

Leu

Arg

Thr

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Vval

Gly

Ile

Val

Gly

Gln

80

Gly

Val

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr
80
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Leu Gln Met

His Ala Arg

Tyr Trp Gly
115
<210> 25
<211>116
<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 25

Gln val Gln
1

Ser Leu Arg

Glu Leu Arg
35

Ala Gly Ile

Gly Arg Phe
65

Gln Met Ser

Ala Asn Trp

Thr Val Ser
115

<210> 26
<211>123

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 26

Asn

Asp
100

Gln

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Asn

Asp

100

Ser

Ser
85

Ile

Gly

Gln

Ser

Tyr

Thr

Ile

Leu

85

Leu

Leu

Tyr

Thr

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Leu
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Lys

Ser

Gln

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Pro

Ser

Pro

Asp

val
120

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Asp

Glu

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Tyr
105

75

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

90

95

Leu Gly Gln Tyr Glu Tyr Asp

Val Ser Ser

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Ala

Thr
a0

Trp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Gly

Vval

Ala

Gln

Ala

60

Asn

val

Gln

Gln

Phe

His

45

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Pro Gly
15

Ser Ser
30

Glu Leu

Ser Val

Val Tyr

Ala Cys

95

Thr Gln
110

Gly

Tyr

Val

Lys

Leu

80

Asn

Val



Gln

Ser

Ala

Ala

Gly

65

Gln

Val

Trp
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Val

Leu

Met

Ser
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Arg

Met

Gln

Gly

<212> PRT
<213> Lama glama
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Gln

Arg

Gly

35

Ile

Phe

Asn

Gly

Gln
115

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Thr
100

Gly

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Leu

85

Gly

Thr

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Lys

Pro

Gln
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Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Pro

Ser

Val

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Asp

Glu

Ser

Thr
120

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Trp

105

Vval

76

Gly
10

Gly

Gly

Asn

Ala

Thr

90

Leu

Ser

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Phe

Ser

val

Ile

Gln

Ala

60

Asn

Val

Asn

Gln

Phe

Arg

45
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Leu

85

Tyr

Glu
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Lys

Ser
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Leu
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115
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Gln
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55
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40
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Thr
120
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25
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<400> 32
Gly Ser Ile Phe
1

<210> 33

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 33
Gly Thr Ile Phe
1

<210> 34

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 34
Gly Ser Val Phe
1

<210> 35

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 35
Gly Thr Ile Ser
1

<210> 36

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 36
Gly Thr Ile Phe
1

<210> 37

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 37
Gly Ser Ile Phe
1

<210> 38

<211>8

Ser Ile Asn Asp
5

Ser Asn Asn Ala
5

Ser Leu Pro Thr
5

Ser Phe Ile Ala
5

Ser Pro Asn Thr
5

Ser Ile Asn Ala
5
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<212> PRT
<213> Lama glama

<400> 38

<210> 39

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 39

<210> 40

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 40

<210>41

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 41

<210> 42

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 42

<210> 43

<211>7

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 43

ES 2771479 T3

Gly Ser Arg Phe Ser Phe Ile Thr
1 5

Gly Phe Thr Phe Ser Gly Tyr Ala

1 5

Gly Phe Ala Phe Ser Ser Tyr Glu
1 5

Gly Ser Ile Phe Ser Ile Asn Ser
1 5

Gly Ser Ile Phe Ser Leu Asn Ala
1 5
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<210> 44

<211>7

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 44

<210> 45

<211>7

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 45

<210> 46

<211>7

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 46

<210> 47

<211>7

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 47

<210> 48

<211>7

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 48

<210> 49

<211>7

<212> PRT

<213> Lama glama
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Ile His Ser Gly Gly Ser Thr
1 5

Ile Thr Ser Gly Gly Ser Thr
1 5

Ile Ser Ser Gly Gly Arg Leu
1 5

Val Thr Ser Gly Gly Ser Thr
1 5

Ile Thr Ser Gly Arg Ser Thr
1 5

Ile Thr Ser Gly Gly Ser Val
1 5
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<400> 49

<210> 50

<211>7

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 50

<210>51

<211>7

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 51

<210> 52

<211>7

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 52

<210> 53

<211>6

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 53

<210> 54

<211>8

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 54

<210> 55
<211>7

Ile Asn Ser Gly Gly Gly Ser Thr

1

ES 2771479 T3

Ile Thr Gly Ser Gly Ser Thr
1 5

Ile Thr Ser Gly Gly Glu Thr
1 5

Ile Thr Ser Gly Gly Ser Arg
1 5

Ser Thr Ser Gly Asp Ile Thr
1 5

Leu Ser Gly Asp Asn Thr
1 5

5
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<212> PRT
<213> Lama glama

<400> 55
Ile Thr Thr Gly Gly Asn Thr
1 5

<210> 56

<211>7

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 56
Ile Thr Ser Asp Gly Ser Thr
1 5

<210> 57

<211> 14

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 57

Asn Val Lys Asp Tyr Gly Ala Val Leu Tyr Glu Tyr Asp Tyr

1 5 10

<210> 58
<211>13

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 58
Asn Ala Val Val Ala Gly Thr Phe Ser Thr Tyr Asp Tyr
1 5 10

<210> 59

<211> 13

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 59
Asn Ala Lys Val Ala Gly Thr Phe Ser Ile Tyr Asp Tyr
1 5 10

<210> 60

<211> 13

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 60

Asn Ala Lys Val Pro Gly Thr Phe Ser Ile Tyr Asp Tyr
1 5 10
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<210> 61

<211>9

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 61

<210> 62

<211> 14

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 62

Asn Ala Gln Val Phe Ala Asp Ile Phe Asn Leu Ile Asn Tyr

1

<210> 63
<211>12

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 63

Asn Tyr Gln Thr Val Phe Phe Gly Asn Ala Glu Ala

1

<210> 64

<211> 16

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 64

Asn Ala Arg Gly Ile Tyr Ser Asp Tyr Ala Phe Ala Asp Phe Asn Ser

1

<210> 65

<211>9

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 65

<210> 66

<211> 17

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 66
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Tyr Tyr Arg Ser Thr Phe Thr Glu Tyr
1 5

5 10

5 10

5 10

Arg Gly Thr Ser Val Leu Tyr Asp Val
1 5
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His Ala Arg Asp Ile Tyr Ser Asp Phe Leu Gly Gln Tyr Glu Tyr Asp
1 5 10 15

Tyr

<210> 67
<211>10

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 67
Asn Ala Asn Trp Asp Leu Leu Ser Asp Tyr
1 5 10
<210> 68
<211> 17
<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 68
Asn Val Gln Gly Thr Gly Pro Ser Ser Trp Leu Phe Asn Glu Tyr Asp
1 5 10 15
Tyr

<210> 69
<211>17

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 69
Asn Ala Asp Ser Val Tyr Ser Asp Phe Leu Gly Lys Tyr Glu Tyr Asp
1 5 10 15
Tyr

<210> 70

<211> 17

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 70

His Val Arg Asp Ile Tyr Ser Asp Phe Leu Gly Gln Tyr Glu Tyr Asp
1 5 10 15

Tyr
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REIVINDICACIONES

1. Nanocuerpo que se une especificamente a un epitopo conformacional comprendido en un sitio de unién a
proteinas G de un estado conformacional activo de un GPCR, estabilizando asi dicho estado conformacional activo
del GPCR, donde dicho estado conformacional activo de dicho GPCR se caracteriza por una afinidad mejorada
de dicho GPCR por un agonista, donde dicho nanocuerpo comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
de entre SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26 o SEQ ID
NO:29, o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90% de identidad de aminoacidos con SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26 0 SEQ ID NO:29.

2. Nanocuerpo segun la reivindicacién 1, donde dicho nanocuerpo es capaz de unirse especificamente a un GPCR
unido a un agonista.

3. Nanocuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde dicho nanocuerpo es capaz de aumentar la
termoestabilidad del estado conformacional activo del GPCR tras la unién.

4. Nanocuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde dicho GPCR es una proteina de mamifero o
una proteina vegetal o una proteina microbiana o una proteina virica o una proteina de insecto, en particular una
proteina humana.

5. Complejo que comprende (i) un nanocuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, (ii) un GPCR en un
estado conformacional activo y (iii), opcionalmente, un ligando del receptor.

6. Complejo segun la reivindicacion 5, donde dicho complejo esta en una forma solubilizada o inmovilizado en un
soporte sdlido.

7. Complejo segun cualquiera de las reivindicaciones 5-6, donde dicho complejo es cristalino.

8. Composicion celular que comprende un nanocuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y/o un
complejo segun la reivindicacion 5.

9. Uso ex vivo de un nanocuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o de un complejo segun cualquiera
de las reivindicaciones 5-7 o una composicion celular segun la reivindicacion 8 para estabilizar y/o inducir un estado
conformacional activo de un GPCR.

10. Uso ex vivo segun la reivindicacion 9 para cristalizar y/o para resolver la estructura de un GPCR en un estado
conformacional activo.

11. Uso ex vivo de un nanocuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o un complejo segln cualquiera de
las reivindicaciones 5-7 o una composicion celular segun la reivindicacion 8 para atrapar un GPCR en un estado
conformacional activo, en particular para atrapar un GPCR en un estado conformacional activo en complejo con un
ligando del receptor.

12. Método de atrapamiento de un GPCR en un estado conformacional activo, donde dicho método incluye los
pasos de:

a. aplicar una solucién que contiene un GPCR en una pluralidad de estados conformacionales a un soporte
sélido que posee un nanocuerpo inmovilizado segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, y

b. formar un complejo del nanocuerpo y el GPCR, y

c. eliminar las moléculas unidas débilmente o no unidas,

donde el GPCR es atrapado en un estado conformacional activo.
13. Método segun la reivindicacién 12, donde dicho método comprende ademas el paso de purificar el complejo.

14. Uso ex vivo del nanocuerpo segln cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para modular una actividad de
sefializacion de GPCR.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura &
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Figura 6
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Figura7

Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13

e W
i G
vl g
Lid %
2
m
P ] =
o
iy 7
% z
gy %
i Z
Z
o

fasd
-

BpEeZI[EWI0U BIOUSDS2I0N|) 3p pepIsuau|

Temperatura (grados Celsius)

102



Figura 14
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Figura 15
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Figura 17
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Figura 18
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