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DESCRIPCION
Cribado

La presente invencion se refiere al cribado de las parejas de union de los receptores acoplados a la proteina G (GPCR)
y, en particular, a las parejas de unién especificas de la conformacion de los GPCR.

La inclusion o discusion de un documento aparentemente publicado anteriormente en esta memoria descriptiva no
debe tomarse necesariamente como un reconocimiento de que el documento es parte del estado de la técnica o es
de conocimiento general comun.

Los GPCR constituyen una familia muy grande de proteinas que controlan muchos procesos fisiolégicos y son las
dianas de muchos farmacos eficaces. Por lo tanto, tienen una importancia farmacolégica considerable. Se proporciona
una lista de GPCR en Foord et al (2005) Pharmacol Rev. 57, 279-288. Los GPCR son generalmente inestables cuando
se aislan y, a pesar de los considerables esfuerzos, solo ha sido posible cristalizar la rodopsina bovina, que
naturalmente es excepcionalmente estable, y el receptor beta adrenérgico 2 que se cristaliz6 como una proteina de
fusion o en complejo con un fragmento de anticuerpo.

Los GPCR son posibles dianas farmacologicas, y se hace referencia en particular a Overington et al (2006) Nature
Rev. Drug Discovery 5, 993-996, que indica que mas de una cuarta parte de los farmacos actuales tienen un GPCR
como diana.

Se cree que los GPCR existen en multiples conformaciones distintas que estan asociadas con diferentes clases
farmacologicas de ligandos, tales como agonistas y antagonistas, y que alternan entre estas conformaciones para
funcionar (Kenakin T. (1997) Ann N Y Acad Sci 812, 116-125). El cambio entre conformaciones contribuye a la
dificultad de obtener estructuras cristalinas de los receptores.

La generacion de parejas de unién a los GPCR de conformacion especifica se ve obstaculizada por varios factores.
Por ejemplo, los GPCR generalmente tienen una estabilidad deficiente cuando se retiran de su entorno de membrana
nativo, lo que restringe severamente el rango de condiciones que pueden explorarse sin su desnaturalizacién o
precipitacion inmediata. La incapacidad de producir GPCR purificados en su conformacion nativa impide su uso en un
amplio rango de paradigmas de cribado que dependen del uso de receptores purificados. Por lo tanto, el cribado de
GPCR ha dependido tradicionalmente de ensayos en los que el receptor esta presente en las membranas celulares o
en células completas.

Muchos GPCR representan dianas terapéuticas importantes que podrian ser explotadas por productos bioterapéuticos
tales como los anticuerpos. La generacién de anticuerpos terapéuticos para los GPCR ha sido extremadamente dificil
debido, en parte, a la falta de un inmunégeno adecuado. La ruta habitual es tomar pequefios fragmentos peptidicos
del receptor para la inmunizacién; sin embargo, estos no retienen su conformacién nativa y, a menudo, dan como
resultado parejas de unién que pueden unirse a y etiquetar el receptor, pero que no tienen actividad agonista o
antagonista funcional. Debido a la conformacion fisica Unica de los GPCR, también se sabe que los productos
bioterapéuticos, como los anticuerpos, reconocen combinaciones de "bucles" polipeptidicos, caracteristicas que se
pierden cuando los fragmentos peptidicos se usan de forma aislada. Es bien sabido que el entorno de membrana local
de los GPCR mantiene la conformacion terciaria de la proteina y gobierna qué epitopos estan presentes en la superficie
extracelular. En teoria, los agentes bioterapéuticos pueden reconocer estos epitopos; sin embargo, no es trivial crear
productos bioterapéuticos, como anticuerpos, contra membranas o fragmentos de membrana que contienen un GPCR
diana, ya que estas preparaciones contienen inevitablemente otros GPCR no diana y proteinas asociadas a la
membrana, y otros componentes de la membrana, como lipoproteinas, apolipoproteinas, lipidos, lipidos de
fosfoinositol, y liposacaridos, que pueden actuar como antigenos no deseados en el proceso de seleccién y produccién
productos bioterapéuticos.

Hemos desarrollado una metodologia para la estabilizacion de un GPCR en una conformacion biolégicamente
relevante en particular. Dichos receptores tienen una serie de ventajas como inmunégenos y/o reactivos de seleccion
y cribado para la generacién de parejas de unién. En particular, son Gtiles para la generacion de parejas de unién
especificas de conformacién, que con frecuencia tendran propiedades funcionales y que anteriormente han
demostrado ser muy dificiles de generar.

Por ejemplo, la estabilidad del receptor nativo correctamente plegado a lo largo de las etapas de expresion,
solubilizacién y purificacion facilita un alto rendimiento del GPCR purificado (cantidades en miligramos de cultivos
celulares a escala de laboratorio). Ademas, la estabilidad de la proteina plegada en un rango de detergentes y
tampones y aditivos de solubilizacién, sin distorsionar la funcién, permite optimizar las condiciones de la inmunizacién,
inmovilizacion en superficies soélidas sin desnaturalizaciéon (por ejemplo, placas de plastico, resinas, perlas o
portaobjetos, directamente o mediante etiquetas de afinidad, como etiquetas de polihistidina), con el fin de producir y
cribar anticuerpos o para el cribado de bibliotecas (como bibliotecas de aficuerpos, anticuerpos, fagos o moléculas
pequefias). Para el cribado de bibliotecas, la reduccién de la unién no especifica mediante la eliminacién de la materia
membranosa y los "antigenos pegajosos" de la superficie celular proporcionara una mejora importante en la
sefial/ruido. También hace posible el uso de detergentes de cadena corta con grupos de cabeza altamente polares o
cargados (como Oxido de laurildimetilamina, octil D-glucésido u octil D-maltésido), lo que revelara una mayor
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proporcion de las superficies antigénicas del GPCR que estdn enmascaradas por detergentes de cadena mas larga,
como n-dodecil beta-D-maltdésido (Bamber et al., PNAS 103 (2006) 16224-16229). La captura de conformaciones
funcionales particulares del receptor también aumentara la probabilidad de generar parejas de unién funcionales
especificas de la conformacién.

El documento US 2007/154947 A1 describe un biodiscriminador quimico. El documento US 7 094 593 B1 describe un
método para mejorar la funcion de los receptores acoplados a proteina G heterélogos. El documento WO 2008/114020
A describe proteinas mutantes y métodos para seleccionarlas. El documento WO 01/58916 A2 describe el receptor de
quimiocinas de proteina G humana (CCR5) HDGNR10. El documento WO 2009/055512 A2 describe métodos y
composiciones para obtener cristales de alta resolucion de proteinas de membrana. Kitabgi et al., Peptides. 2006
oct;27(10):2461-8. describe los dominios funcionales del receptor de neurotensina de subtipo 1 (NTS1). Zhang Yang
et al., PLoS Comput Biol. 2006 feb;2(2):e13. describe el modelado de la estructura de todos los receptores acoplados
a proteina G identificados en el genoma humano. Roth Christopher B. et al., Mol Biol. 2008 mar 7;376(5):1305-19.
describe la estabilizacién de la interfaz helicoidal TM4-TM3-TM5 del receptor B2 adrenérgico humano mediante la
mutagénesis de Glu1223.41, un residuo critico en la estructura del GPCR. El documento WO 2009/071914 A2 describe
proteinas mutantes y métodos para producirlas. El documento WO 2004/040000 A2 describe los receptores acoplados
a proteina G y los usos de los mismos.

La presente invencioén proporciona un biosensor que comprende un mutante de un receptor acoplado a proteina G
(GPCR) humana de tipo salvaje que tiene una termoestabilidad conformacional aumentada en comparacién con el
GPCR humano de tipo salvaje; en donde: (i) el mutante es un receptor p-adrenérgico mutante que, en comparacion
con el correspondiente receptor B-adrenérgico de tipo salvaje, tiene al menos el reemplazo de un aminoacido en una
posicion que, cuando se utilizan MacVector y CLUSTALW, se alinea en una o mas de las siguientes posiciones segun
la numeracién del receptor B-adrenérgico de pavo tal como se establece en la SEQ ID NO: 1: 155, G67, R68, V89,
M90, G98, 1129, S151, V160, Q194, L221, Y227, R229, V230, A234, A282, D322, F327, A334, F338, y, en donde,
después de su reemplazo, la identidad del residuo de aminoéacido en la posicion alineada segln la numeracién del
receptor B-adrenérgico de pavo tal como se establece en la SEQ ID NO: 1 es la siguiente: 55A, 67A, 68L/Q/S, 89L,
90A/V, 98A, 129A/NV/G, 151E/Q/R/T, 160A/L, 194A/S, 2211/V, 227A/F, 229A/Q, 230A, 234L/V/, 282L/V/Q, 322A/P,
327A/LNVIG/IM, 334L/S/V/I, 338A/I/L/VIM; o (ii) el mutante es un receptor de adenosina mutante que, en comparaciéon
con el correspondiente receptor de adenosina de tipo salvaje, tiene al menos el reemplazo de un aminoacido en una
posicién que, cuando se utilizan MacVector y CLUSTALW, se alinea en una o mas de las siguientes posiciones segun
la numeracion del receptor de adenosina A2z humano tal como se establece en la SEQ ID NO: 5: G114, G118, L167,
A184, R199, A203, L208, Q210, S213, E219, R220, S223, T224, Q226, K227, H230, L241, P260, S263, L267, L272,
T279, N284, Q311, P313, K315, A54, V57, H75, T88, T119, K122, G123, P149, E151, G152, A204, A231, L235, V239,
y, en donde, después de su reemplazo, la identidad del residuo de aminoacido en la posicion alineada segun la
numeracion del receptor de adenosina A2a humano tal como se establece en la SEQ ID NO: 5 es la siguiente: 114A,
118A, 167A, 184L, 199A, 203L, 208A, 210A, 213A, 219A, 220A, 223A, 224A, 226A, 227A, 230A, 241A, 260A, 263A,
267A, 272A, 279A, 284A, 311A, 313A, 315A, 54L, 57A, 75A, 88A, 119A, 122A, 123A, 149A, 151A, 152A, 204L, 231L,
235A, 239A; o (iii} el mutante es un receptor de neurotensina mutante que, en comparacién con el correspondiente
receptor de neurotensina de tipo salvaje, tiene al menos el reemplazo de un aminoacido en una posiciéon que, cuando
se utilizan MacVector y CLUSTALW, se alinea en una 0 mas de las siguientes posiciones segun la numeracién del
receptor de neurotensina de rata tal como se establece en la SEQ ID NO: 9: A356, H103, D345, A86, A385, Y349,
C386, K397, H393, 1116, F358, S108, M181, R392, D113, G209, L205, L72, A120, P399, Y351, V268, T207, A155,
8362, F189, N262, L109, W391, T179, S182, M293, L256, F147, D139, S100, K176, L111, A90, N270, A69, A73,
V165, E166, G215, V229, M250, 1253, A177, R183, 1260, T279, T294, G306, L308, V309, L310, V313, F342, V360,
N370, S373, F380, P389, G390, R395, y, en donde, después de su reemplazo, la identidad del residuo de aminoacido
en la posicién alineada segun la numeracién del receptor de neurotensina de rata tal como se establece en la SEQ ID
NO: 9 es la siguiente: 356L, 103A, 345A, 86L, 385L, 349A, 386A, 397A, 393A, 116A, 358A, 108A, 181A, 392A, 113A,
209A, 205A, 72A, 120L, 399A, 351A, 268A, 207A, 155L, 362A, 189A, 262A, 109A, 391A, 179A, 182A, 293A, 256A,
147A, 139A, 100A, 176A, 111A, 90L, 270A, 69L, 73L, 165A, 166A, 215A, 229A, 250A, 253A, 177L, 183A, 260A, 279A,
294A, 306A, 308A, 309A, 310A, 313A, 342A, 360A, 370A, 373A, 380A, 389A, 390A, 395A; en donde cuando una
sustancia diana se une a dicho GPCR mutante, se produce una sefial detectable; y en donde la sustancia diana es un
péptido, una proteina, un carbohidrato, un lipido, un ligando del GPCR, una molécula sintética, un farmaco, un
metabolito del farmaco o un biomarcador de enfermedad.

Otras realizaciones del biosensor de la invencién, asi como los métodos para fabricarlos, se exponen en las
reivindicaciones y la descripcion.

La presente divulgacion también proporciona un método para producir una pareja de unién de un GPCR que comprende:

a) proporcionar un GPCR mutante de un GPCR parental, en donde el GPCR mutante tiene una estabilidad
aumentada en una conformacion particular en relacién con el GPCR parental;

b) proporcionar uno o mas compuestos de ensayo;

c) determinar si el o cada compuesto de ensayo se une al GPCR mutante cuando reside en la conformacioén
particular; y
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d) aislar los compuestos de ensayo que se unen al GPCR mutante cuando residen en la conformacion particular.

Por "pareja de unién" nos referimos a una molécula que se une a un GPCR en particular. Preferiblemente, la molécula
se une selectivamente al GPCR. Por ejemplo, se prefiere que la pareja de unién tenga un valor de Kq (constante de
disociacién) que sea al menos cinco o diez veces menor (es decir, mayor afinidad) que para al menos otro GPCR, y
preferiblemente mas de 100 o 500 veces menor. Mas preferiblemente, la pareja de union de un GPCR tiene un valor
de K¢ mas de 1.000 o 5.000 veces menor que para al menos otro GPCR. Sin embargo, se apreciara que los limites
variaran dependiendo de la naturaleza de la pareja de unién. Por lo tanto, tipicamente, para las parejas de unién que
son moléculas pequefias, la pareja de unién tiene tipicamente un valor de Ka que es al menos 50 veces o 100 veces
menor que para al menos otro GPCR. Tipicamente, para las parejas de unién que son anticuerpos, la pareja de unién
tiene tipicamente un valor de Kq que es al menos 500 veces o 1.000 veces menor que para al menos otro GPCR.

El uso de GPCR estabilizados atrapados en conformaciones particulares aumentara la probabilidad de producir
parejas de unién especificas de conformacién. Por consiguiente, se aprecia que el método puede usarse para producir
una pareja de unién especifica de conformaciéon de un GPCR. Por lo tanto, el método también se puede usar para
identificar parejas de unién que tengan actividad funcional, como agonistas o0 antagonistas (u otras categorias
farmacolégicas), que se determinaran por la conformacién en la que se estabilizé el GPCR.

Por "especifica de conformacién”, queremos decir que la pareja de unién del GPCR se une selectivamente a una
conformacién particular del GPCR y, por lo tanto, tiene un valor de Kq para esa conformacién que es menor que para
otras conformaciones del mismo GPCR. Por lo tanto, una pareja de unién especifica de conformacién se unira a una
conformacion de un GPCR (y puede hacer que el GPCR adopte esta conformacién), pero no se une tan fuertemente
a otra conformacién que el GPCR pueda adoptar. Por lo tanto, se apreciara que, si bien la diferencia de afinidad entre
dos conformaciones y la pareja de unién especifica de conformacion puede ser pequefia, tipicamente sera suficiente
para alterar el equilibrio entre los estados conformacionales y alentar que el GPCR adopte una conformacion particular.
Por lo tanto, se puede considerar que una pareja de unién especifica conformacional es aquella que atrapa un GPCR
en una conformacién de relevancia biolégica (por ejemplo, un estado unido al ligando). Tipicamente, una pareja de
unién especifica de conformacion tiene un valor de Kq (constante de disociacion) que es al menos cinco o diez veces
menor (es decir, mayor afinidad) que para al menos otra conformacion de la conformacién de GPCR, y preferiblemente
entre 100-10.000 veces menor.

Tipicamente, la pareja de unién especifica conformacional se une al GPCR con una Ka de mM a pM o de mM a fM, tal
como en el rango de uM a nM o en el rango de nM a pM.

Los valores de Kd se pueden determinar facilmente usando métodos bien conocidos en la técnica y tal como se
describe, por ejemplo, a continuacion.

En equilibrio Kd=[R][L]/[RL]

donde los términos entre corchetes representan la concentracion de
. complejos receptor-ligando [RL],
. receptor no unido [R], y
. ligando no unido ("libre"} [L].

Con el fin de determinar la Kd, se debe conocer el valor de estos términos. Dado que la concentracion del receptor no
suele conocerse, se utiliza la ecuacién de Hill-Langmuir donde

Ocupacion fraccionaria= [L)/[L] + Kd.

Entonces, con el fin de determinar experimentalmente una Kd, se debe conocer la concentracién del ligando libre y el
ligando unido en el equilibrio. Tipicamente, esto se puede hacer usando un ligando radiomarcado o marcado con
fluorescencia que se incuba con el receptor (presente en células enteras o membranas homogeneizadas) hasta que
se alcanza el equilibrio. La cantidad de ligando libre frente al ligando unido debe determinarse entonces separando la
sefial del ligando unido frente al ligando libre. En el caso de un radioligando, esto se puede hacer mediante
centrifugacion o filtracion para separar el ligando unido presente en células completas 0 membranas del ligando libre
en solucién. Alternativamente, se usa un ensayo de proximidad por centelleo. En este ensayo, el receptor (en las
membranas) se une a una perla que contiene un centelleante y la sefial solo se detecta por la proximidad del
radioligando unido al receptor inmovilizado en la perla.

La constante de afinidad también se puede determinar en un ensayo funcional (Ks). En este caso, el receptor en una
célula completa o membrana se activa mediante un ligando agonista y se mide una respuesta (por ejemplo, la
movilizacion del calcio intracelular, la activacion de la proteina G, el aumento o la disminucién de la adenilato ciclasa
o AMPc, la activacién de una via de transduccién de sefiales, como la via de la MAP-quinasa, o la activacién de la
transcripcién génica). La capacidad de un antagonista para inhibir la actividad agonista puede medirse y para un
antagonista competitivo es igual a la constante de afinidad.
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La estabilidad de los GPCR mutantes en un rango de detergentes, tensioactivos y tampones de solubilizacién permite
su purificacion fuera de su entorno de membrana normal. Por lo tanto, el GPCR se puede proporcionar en forma
aislada, separado de antigenos no deseados, tales como los GPCR no diana, las proteinas asociadas a la membrana
y otros componentes de la membrana, tales como lipoproteinas, apolipoproteinas, lipidos, lipidos de fosfoinositol y
liposacaridos. Por lo tanto, el método puede permitir la seleccién de una pareja de unién de un GPCR en ausencia de
dichos antigenos no deseados. Por lo tanto, se pueden producir parejas de unién que tengan una selectividad
mejorada para un GPCR en comparacién con otros componentes de la membrana.

No se espera que las mutaciones del GPCR parental que confieren estabilidad en una conformacion particular afecten
a launion del GPCR parental que reside en una conformacién particular a una pareja de unién particular. Sin embargo,
se aprecia que una vez que se ha aislado una pareja de unién evaluando la unién a un GPCR mutante que reside en
una conformacion particular, también se puede evaluar la unién de esa pareja de unién al GPCR parental que reside
en la misma conformacion particular.

Por tanto, el método comprende, ademas:

(e) determinar si el o cada compuesto de ensayo se une al GPCR parental cuando reside en la conformacion
particular; y

(f) aislar aquellos compuestos de ensayo que también se unen al GPCR parental cuando residen en la
conformacion particular.

Tipicamente, la pareja de union seleccionada se une al GPCR mutante cuando reside en una conformacioén particular
con una potencia similar a su unién al GPCR parental cuando reside en la misma conformacion particular. Tipicamente,
los valores de Kq para la pareja de union particular que se une al GPCR mutante y al GPCR parental estan dentro de
5-10 veces entre si, tal como dentro de 2-3 veces. Tipicamente, la unién de la pareja de unién al GPCR mutante en
comparacion con el GPCR parental no seria mas de 5 veces mas débil ni mas de 10 veces mas fuerte.

Tipicamente, la pareja de unién seleccionada se une al GPCR mutante con una afinidad aproximadamente igual (es
decir, tipicamente dentro de 2-3 veces) o una afinidad mayor que la del receptor parental, cuando reside en la misma
conformacion. Para los mutantes de conformacion agonista, los mutantes se unen tipicamente a las parejas de unién
especificas de la conformacion agonista con la misma o mayor afinidad que el GPCR parental y tipicamente se unen
a las parejas de union especificas de la conformacién antagonista con la misma o menor afinidad que el GPCR
parental. De manera similar para los mutantes de conformacién antagonista, los mutantes se unen tipicamente a las
parejas de union especificas de la conformacién antagonista con la misma o mayor afinidad que el GPCR parental y
tipicamente se unen a las parejas de unién especificas de la conformacién agonista con la misma o menor afinidad
que el GPCR parental.

La selectividad de las parejas de unién para conformaciones particulares de GPCR o para GPCR particulares y el
célculo de las Kq pueden determinarse usando ensayos de unién bien conocidos en la técnica y tal como se describe,
por ejemplo, a continuacion. Tipicamente, los valores de Kq se calculan usando ensayos de GPCR convencionales en
membranas en donde se mide la afinidad de unién a diferentes concentraciones del compuesto. Los ejemplos de
ensayos adecuados incluyen los ensayos de resonancia de plasmones superficiales y los ensayos de competicion que
son bien conocidos en la técnica y se describen a continuacion.

Tipicamente, el GPCR mutante usado en el método de produccion de una pareja de unién de un GPCR puede
seleccionarse y prepararse usando cualquiera de los métodos que se describen a continuacion.

Proporcionar un GPCR mutante de un GPCR parental

Se puede proporcionar un GPCR mutante con mayor estabilidad en relacién con su GPCR parental mediante los
métodos descritos a continuacién y mediante cualquiera de los métodos divulgados en las solicitudes PCT WO
2008/114020 y PCT/GB2008/004032.

Método 1
Un método para seleccionar un receptor acoplado a proteina G (GPCR) mutante con mayor estabilidad, comprende
(a) proporcionar uno o mas mutantes de un GPCR parental,

(b) seleccionar un ligando, siendo el ligando uno que se une al GPCR parental cuando el GPCR reside en una
conformacién particular,

(c} determinar si el o cada GPCR mutante tiene una mayor estabilidad con respecto a la unién al ligando
seleccionado en comparacion con la estabilidad del GPCR parental con respecto a la unién a ese ligando, y

(d) seleccionar aquellos mutantes que tienen una estabilidad aumentada en comparacién con el GPCR parental
con respecto a la unién del ligando seleccionado.
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Los inventores han apreciado que, con el fin de mejorar la probabilidad de cristalizacién de un GPCR en una forma
bioldgicamente relevante (que, por lo tanto, es farmacolégicamente (til), es deseable no solo aumentar la estabilidad
de la proteina, sino también que la proteina tenga esta mayor estabilidad cuando esta en una conformacion particular.
La conformacion esta determinada por un ligando seleccionado, y es una conformacion biolégicamente relevante, en
particular una conformacién farmacolégicamente relevante. Por lo tanto, el método de seleccion puede considerarse
un método para seleccionar mutantes de un GPCR que tienen una mayor estabilidad de una conformacién particular,
por ejemplo, pueden tener una mayor termoestabilidad conformacional. El método puede usarse para crear GPCR
estables y bloqueados conformacionalmente mediante mutagénesis. Los GPCR mutantes seleccionados son formas
efectivamente mas puras de las moléculas parentales, ya que una proporcidon mucho mayor de ellas ocupa un estado
conformacional particular. La seleccion deliberada de una conformacién de receptor elegida resuelta a partir de otras
conformaciones mediante el uso de un ligando (o ligandos) que se unen preferentemente a esta conformacién es, por
lo tanto, una caracteristica importante del método de seleccién. El método también puede considerarse un método
para seleccionar GPCR mutantes que son mas faciles de tratar hasta la cristalizacion. Esto se debe a que es bien
sabido que la disminucién de la homogeneidad o el aumento de la pleiotropia dentro de una poblaciéon de moléculas
no favorecen la cristalizacién y, ademas, que un mayor numero de conformaciones de una molécula particular no
favorece la cristalizacion.

Por tanto, un método adicional para seleccionar un receptor acoplado a proteina G (GPCR) mutante con mayor
estabilidad, comprende

(a) proporcionar uno o mas mutantes de un GPCR parental,

(b) seleccionar un ligando, siendo el ligando uno que se une al GPCR parental cuando el GPCR reside en una
conformacién particular,

(c} determinar si el o cada GPCR mutante, cuando residen en la conformacién particular, tienen una mayor
estabilidad con respecto a la unién al ligando seleccionado en comparacion con la estabilidad del GPCR
parental cuando reside en la misma conformacion particular con respecto a la unién a ese ligando, y

(d) seleccionar aquellos mutantes que tienen una estabilidad aumentada en comparacién con el GPCR parental
con respecto a la unién del ligando seleccionado.

En una revisiéon del genoma susceptible a modulacion por farmacos por Hopkins y Groom (2002) Nature Rev. Drug
Discovery 1, 727-730, la Tabla 1 contiene una lista de familias de proteinas, muchas de las cuales son GPCR.
Overington et al (2006) Nature Rev. Drug Discovery 5, 993-996 proporcionan mas detalles sobre las dianas de los
farmacos, y la Figura 1 indica que mas de una cuarta parte de los farmacos actuales se dirigen a los GPCR. Hay 52
dianas de GPCR para los farmacos disponibles por via oral de un total de 186 dianas totales en esta categoria.

Los GPCR adecuados para su uso en la practica de la invencion incluyen el receptor B-adrenérgico, el receptor de
adenosina, en particular el receptor de adenosina Aza y el receptor de neurotensina (NTR). Otros GPCR adecuados
son bien conocidos en la técnica e incluyen los enumerados en Hopkins y Groom supra. Ademads, la Unién
Internacional de Farmacologia elabora una lista de GPCR (Foord et al (2005) Pharmacol. Rev. 57, 279-288 y esta lista
se actualiza periddicamente en http://www.iuphar-db.org/GPCR/ReceptorFamiliesForward). Se observara que los
GPCR se dividen en diferentes clases, basandose principalmente en sus similitudes en las secuencias de
aminodacidos. También se dividen en familias por referencia a los ligandos naturales a los que se unen.

Las secuencias de aminoacidos (y las secuencias de nuclettidos de los ADNc que las codifican) de muchos GPCR
estan facilmente disponibles, por ejemplo, por referencia a GenBank. En particular, Foord et al supra, proporcionan
los simbolos de los genes humanos y las ID de los genes humanos, de ratones y ratas de Entrez Gene
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez). Debe observarse, también, que debido a que la secuencia del genoma humano
esta sustancialmente completa, las secuencias de aminoacidos de los GPCR humanos pueden deducirse de la misma.

Para evitar dudas, incluimos en el significado de "derivado de" que un ADNc o0 gen se obtuvo originalmente utilizando
material genético de la fuente, pero que la proteina puede expresarse en cualquier célula huésped posteriormente. Por
lo tanto, quedara claro que un GPCR eucariota (tal como un GPCR aviar o de mamifero) puede expresarse en una célula
huésped procariota, tal como E. coli, pero debe considerarse de origen aviar o mamifero, segun sea el caso.

En algunos casos, el GPCR puede estar compuesto por mas de una subunidad diferente. Por ejemplo, el receptor del
péptido relacionado con el gen de la calcitonina requiere la unién de una Unica proteina de hélice transmembrana
(RAMP1) para adquirir sus caracteristicas fisiolégicas de unién al ligando. Las proteinas efectoras, accesorias,
auxiliares o que interactdan con el GPCR que se combinan con el GPCR para formar o modular un complejo funcional
son bien conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, quinasas de receptor, proteinas G y arrestinas (Bockaert et
al (2004) Curr Opinion Drug Discov and Dev 7, 649-657).

Los mutantes del GPCR parental pueden producirse de cualquier manera adecuada y proporcionarse en cualquier
forma adecuada. Asi, por ejemplo, se puede producir una serie de mutantes especificos de la proteina parental en la
que cada residuo de aminoacido en la totalidad o una parte de la proteina parental se cambia independientemente a
otro residuo de aminoacido. Por ejemplo, puede ser conveniente realizar mutaciones en aquellas partes de la proteina
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que se prevé que atraviesen la membrana. La estructura tridimensional de la rodopsina es conocida (Li et al (2004) J
Mol Biol 343, 1409-1438; Palczewski et al (2000) Science 289, 739-745), y es posible modelar ciertos GPCR usando
esta estructura. Por lo tanto, convenientemente, las partes del GPCR que se van a mutar pueden basarse en el
modelado. De manera similar, se encuentran disponibles programas informaticos que modelan las regiones
transmembrana de los GPCR basandose en la hidrofobicidad (Kyle y Dolittle (1982) J. Mol. Biol. 157, 105-132), y se
pueden utilizar dichos modelos al seleccionar las partes de la proteina que se van a mutar. Se puede emplear la
mutagénesis dirigida al sitio convencional, o se pueden usar procedimientos basados en la reaccién en cadena de la
polimerasa bien conocidos en la técnica. Es posible, pero menos deseable, usar métodos de presentacién en
ribosomas en la seleccién de la proteina mutante.

Tipicamente, cada aminoacido seleccionado se reemplaza por Ala (es decir, mutagénesis por barrido de Ala), aunque
puede reemplazarse por cualquier otro aminoacido. Si el aminoacido seleccionado es Ala, puede reemplazarse
convenientemente por Leu. Alternativamente, el aminoacido puede reemplazarse por Gly (es decir, mutagénesis por
barrido de Gly), lo que puede permitir un empaquetamiento mas estrecho de las hélices vecinas que pueden bloquear
la proteina en una conformacion particular. Si el aminoacido seleccionado es Gly, puede reemplazarse
convenientemente por Ala.

Aunque el aminoacido usado para reemplazar el aminoacido dado en una posicién particular es tipicamente un
aminoacido de origen natural, tipicamente un aminoacido "codificable", puede ser un aminoacido no natural (en cuyo
caso la proteina se produce tipicamente mediante sintesis quimica o mediante el uso de amino-acil ARNt no naturales).
Un aminoacido "codificable" es uno que se incorpora en un polipéptido mediante la traduccion del ARNm. También es
posible crear aminoacidos no naturales o introducir enlaces no peptidicos en una posicién dada mediante modificacion
quimica covalente, por ejemplo, mediante tratamiento postraduccional de la proteina o semisintesis. Estas
modificaciones postraduccionales pueden ser naturales, tales como fosforilacién, glicosilacion o palmitoilacién, o
sintéticas o biosintéticas.

Convenientemente, el GPCR mutante tiene un aminoacido reemplazado en comparacién con la proteina parental (es
decir, estd mutado en una posicién de aminoacido). De esta manera, se puede evaluar la contribucion a la estabilidad
de un Unico reemplazo de amino&cido. Sin embargo, el GPCR mutante sometido a ensayo para determinar la
estabilidad puede tener mas de un aminoacido reemplazado en comparacién con la proteina parental, tal como 2 0 3
04 05 06 reemplazos.

Como se analiza con mas detalle a continuacién, se pueden realizar combinaciones de mutaciones basandose en los
resultados del método de seleccion. Se ha descubierto que, en algunos casos especificos, la combinacién de
mutaciones en una Unica proteina mutante conduce a un aumento adicional de la estabilidad. Por lo tanto, se apreciara
que el método de seleccidn se puede usar de forma iterativa, por ejemplo, llevandolo a cabo para identificar mutaciones
individuales que aumentan la estabilidad, combinando esas mutaciones en un solo GPCR mutante que es el GPCR
que se proporciona entonces en la parte (a) del método. Por lo tanto, las proteinas mutantes de manera multiple se
pueden seleccionar usando el método.

El GPCR parental es un GPCR humano de tipo salvaje.

Se apreciara que la estabilidad del mutante debe compararse con la de un parental con el fin de evaluar un aumento
en la estabilidad.

Se selecciona un ligando, siendo el ligando uno que se une al GPCR parental cuando reside en una conformacion
particular. Tipicamente, el ligando se unira a una conformacion del GPCR parental (y puede hacer que el GPCR adopte
esta conformacion), pero no se une tan fuertemente a otra conformacién que el GPCR pueda adoptar. Por lo tanto, se
puede considerar que la presencia del ligando estimula que el GPCR adopte la conformacién particular. Por lo tanto,
se puede considerar que el método es una forma de seleccionar los GPCR mutantes que estan atrapados en una
conformacion de relevancia biolégica (por ejemplo, un estado unido al ligando) y que son mas estables con respecto
a esa conformacion.

Preferiblemente, la conformacién particular en la que reside el GPCR en la etapa (c) corresponde a la clase de ligando
seleccionada en la etapa (b).

Preferiblemente, el ligando seleccionado es de la clase de ligandos agonistas y la conformacion particular es una
conformacion agonista, o el ligando seleccionado es de la clase de ligandos antagonistas y la conformacién particular
es una conformacion antagonista.

Preferiblemente, el ligando seleccionado es de la clase de ligandos agonistas y la conformacién particular en la que
reside el GPCR en la etapa (c) es la conformacién agonista.

Preferiblemente, la afinidad de union del ligando seleccionado para el receptor mutante debe ser igual o0 mayor que la
del receptor de tipo salvaje; los mutantes que muestran una union significativamente reducida al ligando seleccionado
son rechazados tipicamente.

Por "ligando" incluimos cualquier molécula que se une al GPCR y que hace que el GPCR resida en una conformacion
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particular. El ligando es preferiblemente uno que hace que mas de la mitad de las moléculas de GPCR en general
estén en una conformacién particular.

Se conocen muchos ligandos adecuados.

Tipicamente, el ligando es un agonista total y es capaz de unirse al GPCR y es capaz de provocar una respuesta
biolégica completa (100 %), medida, por ejemplo, mediante el acoplamiento de la proteina G, los eventos de
sefializaciéon aguas abajo o un resultado fisiolégico tal como la vasodilatacién. Por lo tanto, tipicamente, la respuesta
biolégica es el intercambio de GDP/GTP en una proteina G, seguido de la estimulacion de la via efectora ligada. La
medicion, tipicamente, es el intercambio de GDP/GTP o un cambio en el nivel del producto final de la ruta (por ejemplo,
AMPc, GMPc o fosfatos de inositol). El ligando también puede ser un agonista parcial y es capaz de unirse al GPCR
y es capaz de provocar una respuesta biologica parcial (<100 %).

El ligando también puede ser un agonista inverso, que es una molécula que se une a un receptor y reduce su actividad
basal (es decir, no estimulada por el agonista) a veces incluso a cero.

El ligando también puede ser un antagonista, que es una molécula que se une a un receptor y bloquea la unién de un
agonista, impidiendo asi una respuesta biolégica. Los agonistas inversos y los agonistas parciales pueden ser
antagonistas en determinadas condiciones de ensayo.

Los ligandos anteriores pueden ser ortostéricos, con lo que incluimos el significado de que se combinan con el mismo
sitio que el agonista endégeno; o pueden ser alostéricos o alotépicos, con lo que incluimos el significado de que se
combinan con un sitio distinto del sitio ortostérico. Los ligandos anteriores pueden ser sintépicos, con lo que incluimos
el significado de que interactian con otro(s) ligando(s) en el mismo sitio o en un sitio superpuesto. Pueden ser
reversibles o irreversibles.

En relacién con los antagonistas, pueden ser superables, con lo que incluimos el significado de que el efecto maximo
del agonista no se reduce ni con el tratamiento previo ni con el tratamiento simultdneo con el antagonista; o pueden
ser insuperables, con lo que incluimos el significado de que el efecto maximo del agonista se reduce mediante el
tratamiento previo o el tratamiento simultaneo con el antagonista; o pueden ser neutrales, con lo que incluimos el
significado de que el antagonista es uno sin actividad de agonista inverso o agonista parcial. Los antagonistas también
son tipicamente agonistas inversos.

Los ligandos usados en el método de seleccion también pueden ser moduladores alostéricos tales como moduladores
alostéricos positivos, potenciadores, moduladores alostéricos negativos e inhibidores. Pueden tener actividad como
agonistas o agonistas inversos por derecho propio o pueden tener actividad solo en presencia de un agonista o
agonista inverso, en cuyo caso se usan en combinacion con dichas moléculas con el fin de unirse al GPCR.

Neubig et al (2003) Pharmacol. Rev. 55, 597-606 describe varias clases de ligandos.

Los ligandos mencionados anteriormente pueden ser pequefios restos organicos o inorganicos, pero pueden ser
péptidos o polipéptidos. Tipicamente, cuando el ligando es un resto organico u organico pequefio, tiene un M: de 50 a
2.000, tal como de 100 a 1.000, por ejemplo, de 100 a 500.

Tipicamente, el ligando se une al GPCR con una K¢ de mM a pM, tal como en el rango de uM (micromolar) a nM. En
general, se prefieren los ligandos con la Kd mas baja.

Los ligandos que son moléculas organicas pequefias son bien conocidos en la técnica, por ejemplo, véanse los
Ejemplos siguientes. Otros ligandos que son moléculas pequefias incluyen SHT, que es un agonista total del receptor
5HT1A; eltoprazina, que es un agonista parcial del receptor 5HT1A (véase Newman-Tancredi et al (1997)
Neurophamacology 36, 451-459); (+) -butaclamol y espiperona son agonistas inversos del receptor D2 de la dopamina
(véase Roberts y Strange (2005) Br. J. Pharmacol. 145, 34-42); y el WIN55212-3 es un antagonista neutro del CB2
(Savinainen et al (2005) Br. J. Pharmacol. 145, 636-645).

El ligando puede ser un peptidomimético, un acido nucleico, un acido nucleico peptidico (PNA) o un aptamero. Puede
ser un ion como Na* 0 Zn?*, un lipido como la oleamida o un carbohidrato como la heparina.

El ligando puede ser un polipéptido que se une al GPCR. Dichos polipéptidos (entre los que se incluyen los
oligopéptidos) son tipicamente de M: 500 a M: 50.000, pero pueden ser mas grandes. El polipéptido puede ser una
proteina natural que interactiia con el GPCR u otra proteina que interactda con el GPCR, o un derivado o fragmento
de la misma, siempre que se una selectivamente al GPCR en una conformacién particular. Las proteinas que
interactdan con el GPCR incluyen las asociadas con la sefializacién y las asociadas con el trafico, que a menudo
actian a través de los dominios PDZ en la parte C terminal del GPCR.

Los polipéptidos que se sabe que se unen a ciertos GPCR incluyen cualquiera de una proteina G, una arrestina, una
proteina RGS, una quinasa de receptor de proteina G, una RAMP, una proteina 14-3-3, una NSF, una periplacina, una
espinofilina, una cinasa GPCR, una tirosina quinasa de receptor, un canal iénico o subunidad del mismo, una anquirina
y una proteina de Shanks u Homer. Otros polipéptidos incluyen las subunidades NR1 o NR2a del receptor de NMDA,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 3006 458 T3

el calcyon o un marco de dominio de fibronectina. El polipéptido puede ser uno que se une a un dominio extracelular
de un GPCR, tal como fibulina-1. El polipéptido puede ser otro GPCR, que se une al GPCR seleccionado en un hetero-
oligbmero. Se encuentra una revision de las interacciones proteina-proteina en los GPCR en Milligan y White (2001)
Trends Pharmacol. Sci. 22,513-518, o en Bockaert et al (2004) Curr. Opinion Drug Discov. Dev. 7, 649-657.

El ligando polipeptidico puede ser convenientemente un anticuerpo que se une al GPCR. Por el término "anticuerpo”
incluimos una inmunoglobulina ya sea natural o producida parcial o totalmente sintéticamente. Los ejemplos incluyen
isotipos de inmunoglobulinas y sus subclases isotipicas, y anticuerpos monoclonales y fragmentos de los mismos que
comprenden dominios de unién a antigeno tales como Fab, F(ab'}2, Fv monocatenario (scFv), Fv, anticuerpos de
dominio (dAb) y diacuerpos. También se mencionan los anticuerpos de camélidos y los anticuerpos de camélidos
modificados por ingenieria. Dichas moléculas que se unen a los GPCR son conocidas en la técnica y, en cualquier
caso, se pueden preparar usando tecnologia bien conocida. Los anticuerpos adecuados incluyen los que se usan
actualmente en el radioinmunoensayo (RIA) para los GPCR, ya que tienden a reconocer epitopos conformacionales.

El polipéptido también puede ser una proteina de union basada en un marco modular, tales como proteinas de
repeticion de anquirina, proteinas de repeticién de armadillo, proteinas ricas en leucina, proteinas de repeticion de
tetratriopéptidos o proteinas de repeticion de anquirina disefiadas (DARPIn) o proteinas basadas en dominios de
lipocalina o fibronectina o andamios de afilina basados en cristalina gamma humana o ubiquitina humana.

El ligando puede unirse covalentemente al GPCR, tal como una proteina G o una proteina de fusién de arrestina.
Algunos GPCR (por ejemplo, el receptor de trombina) son escindidos en el extremo N por una proteasa y el nuevo
extremo N se une al sitio agonista. Por lo tanto, dichos GPCR son fusiones naturales de GPCR-ligando.

Se apreciara que el uso de anticuerpos, u otros polipéptidos de unién "universales" (tales como las proteinas G, que
se sabe que se acoplan con muchos GPCR diferentes) puede ser particularmente ventajoso en el uso del método en
GPCR "huérfanos" para los que no se conocen el ligando natural ni los ligandos que son moléculas pequeias.

Una vez que se ha seleccionado el ligando, se determina entonces si el o cada GPCR mutante tiene una mayor estabilidad
con respecto a la unién al ligando seleccionado en comparacién con el GPCR parental con respecto a la union a ese
ligando. Se apreciara que esta etapa (c) es una en la que se determina si el o cada GPCR mutante tiene una mayor
estabilidad (en comparaciéon con su parental) para la conformacién particular que esta determinada por el ligando
seleccionado. Por lo tanto, el GPCR mutante tiene una mayor estabilidad con respecto a la unién al ligando seleccionado,
medida por la union del ligando o mientras se une al ligando seleccionado. Como se discute méas adelante, se prefiere
particularmente que el aumento de la estabilidad se evalle mientras se une al ligando seleccionado.

El aumento de la estabilidad se mide convenientemente mediante una vida (til prolongada del mutante en las
condiciones impuestas que pueden conducir a la inestabilidad (tales como calor, condiciones de detergente severas,
agentes caotropicos, etc.). La desestabilizacién en la condicién impuesta se determina tipicamente midiendo la
desnaturalizacién o la pérdida de estructura. Como se describe mas adelante, esto puede manifestarse en si mismo
por la pérdida de la capacidad de union al ligando o la pérdida de los indicadores de estructura secundaria o terciaria.

Como se describe con respecto a la Figura 12 a continuacién (que representa una realizacién preferida particular),
existen diferentes formatos de ensayo que pueden usarse para determinar la estabilidad del GPCR mutante.

En una realizacién, el GPCR mutante puede ponerse en contacto con un ligando antes de someterlo a un
procedimiento en el que se determina la estabilidad del mutante (el GPCR mutante y el ligando permanecen en
contacto durante el periodo de ensayo). Asi, por ejemplo, cuando el método se usa para seleccionar GPCR mutantes
que en una conformacién se unen a un ligando y que tienen una termoestabilidad mejorada, el receptor se pone en
contacto con el ligando antes de calentarse y, a continuacién, la cantidad de ligando unido al receptor después del
calentamiento puede usarse para expresar la termoestabilidad en comparacién con el receptor parental. Esto
proporciona una medida de la cantidad de GPCR que retiene la capacidad de unién al ligando después de la exposicién
a las condiciones desnaturalizantes (por ejemplo, calor), 1o que a su vez es un indicador de estabilidad.

El GPCR mutante puede someterse alternativamente a un procedimiento en el que se determina la estabilidad del
mutante antes de ponerse en contacto con el ligando. Asi, por ejemplo, cuando el método se usa para seleccionar
receptores de membrana mutantes que, en una conformacién se unen a un ligando y que tienen una termoestabilidad
mejorada, el receptor se calienta en primer lugar, antes de ponerse en contacto con el ligando y la cantidad de ligando
unido al receptor puede usarse para expresar la termoestabilidad. De nuevo, esto proporciona una medida de la
cantidad de GPCR que retiene la capacidad de unién al ligando después de la exposicion a las condiciones
desnaturalizantes.

En ambos casos, se apreciara que la comparaciéon de la estabilidad del mutante se hace por referencia a la molécula
parental en las mismas condiciones.

Se apreciara que, en ambos casos, los mutantes que se seleccionan son aquellos que tienen una mayor estabilidad
cuando residen en la conformacién particular en comparacién con la proteina parental.

La ruta preferida puede depender del GPCR especifico y dependera del nimero de conformaciones accesibles a la
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proteina en ausencia de ligando. En la Figura 12, se prefiere que el ligando esté presente durante la etapa de
calentamiento porque esto aumenta la probabilidad de que se seleccione la conformacion deseada.

A partir de lo anterior, se apreciara que el método de seleccién incluye un método para seleccionar un GPCR mutante
con una termoestabilidad aumentada, comprendiendo el método (a) proporcionar uno o0 mas mutantes de un GPCR
parental, (b) seleccionar un antagonista o un agonista que se una al GPCR parental, (c) determinar si el 0 cada mutante
tiene una mayor termoestabilidad cuando esta en presencia de dicho antagonista o agonista midiendo la capacidad
del GPCR mutante para unirse a dicho antagonista o agonista seleccionado a una temperatura particular y después
de un tiempo particular en comparacion con el GPCR parental y (d) seleccionar aquellos GPCR mutantes que se unen
mas a dicho antagonista o agonista seleccionado a la temperatura particular y después del tiempo particular que el
GPCR parental en las mismas condiciones. En la etapa (c), se usa tipicamente un periodo de tiempo fijo a la
temperatura particular para medir la capacidad del GPCR mutante para unirse a dicho antagonista o agonista
seleccionado. En la etapa (c), se eligen tipicamente una temperatura y un tiempo en los que la unién de dicho
antagonista o agonista seleccionado por el GPCR parental se reduce en un 50 % durante el periodo de tiempo fijo a
esa temperatura (lo que es indicativo de que el 50 % del receptor esta inactivado; "cuasi" Tm).

Convenientemente, cuando el ligando se usa para ensayar el GPCR (es decir, se usa para determinar si esta en un
estado no desnaturalizado), el ligando se marca de forma detectable, por ejemplo, se marca radiactivamente o se
marca con fluorescencia. La unién del ligando se puede evaluar midiendo la cantidad de ligando no unido usando un
sistema de deteccién secundario, por ejemplo, un anticuerpo u otra pareja de unién de alta afinidad unido
covalentemente a un resto detectable, por ejemplo, una enzima que puede usarse en un ensayo colorimétrico (tal
como la fosfatasa alcalina o la peroxidasa de rabano picante). También se puede usar la metodologia FRET. Se
apreciara que el ligando usado para ensayar el GPCR mutante para determinar su estabilidad no necesita ser el mismo
ligando que el seleccionado en la etapa (b) del método.

Aunque es conveniente medir la estabilidad del GPCR parental y mutante usando la capacidad de unirse a un ligando
como indicador de la presencia de una proteina no desnaturalizada, se conocen otros métodos en la técnica. Por
ejemplo, los cambios en los espectros de fluorescencia pueden ser un indicador sensible del desplegado, ya sea
mediante el uso de la fluorescencia intrinseca del triptéfano o el uso de sondas fluorescentes extrinsecas tales como
1-anilino-8-naftalenosulfonato (ANS), por ejemplo, tal como se implementa en el método Thermofluor™ (Mezzasalma
et al, J Biomol Screening, 2007, abril; 12 (3):418-428). La estabilidad proteolitica, el intercambio de deuterio/hidrégeno
medido mediante espectrometria de masas, los geles nativos azules, la electroforesis de la zona capilar, los espectros
de dicroismo circular (CD) y la dispersion de la luz también se pueden usar para medir el despliegue por la pérdida de
sefiales asociadas con la estructura secundaria o terciaria. Sin embargo, todos estos métodos requieren que la
proteina se purifique en cantidades razonables antes de que puedan usarse (por ejemplo, cantidades altas de
pmol/nmol), mientras que el método descrito en los Ejemplos utiliza cantidades de pmoles de GPCR esencialmente
no purificado.

En un caso de la divulgacion, en la etapa (b}, se seleccionan dos o mas ligandos de la misma clase, y la presencia de
cada uno hace que el GPCR resida en la misma conformacién particular. Por lo tanto, se pueden usar uno o mas
ligandos (ya sean naturales o no naturales) de la misma clase (por ejemplo, agonista total o agonista parcial o
antagonista o agonista inverso). La inclusién de multiples ligandos de la misma clase en este proceso, ya sea en serie
o en paralelo, minimiza el riesgo teorico de disefiar y seleccionar inadvertidamente conformaciones de receptores con
multiples mutaciones sustancialmente diferentes a las parentales, por ejemplo, en su sitio de unién, pero que ain
puedan, debido a los cambios compensatorios, unirse al ligando. Se pueden seguir las siguientes etapas para mitigar
este riesgo:

1. Seleccionar un conjunto quimicamente distinto (por ejemplo, n = 2-5) de ligandos, en una clase farmacolégica
comun, como lo demuestra, por ejemplo, un ensayo de union o funcional o espectroscopico. Debe pensarse
que estos ligandos se unen a una region espacial comin del receptor, como lo demuestran, por ejemplo, los
estudios de unién competitiva que utilizan receptores de tipo salvaje y/o mutados, y/o mediante el modelado
molecular, aunque no expresaran necesariamente un farmaco6foro comun.

2.  Preparar mutantes de receptores Unicos o multiples destinados a aumentar la estabilidad y ensayar la unién
estrecha utilizando el conjunto completo de ligandos. Los ensayos se pueden paralelizar, multiplexar o
ejecutar en serie.

3. Confirmar la autenticidad del mutante del receptor estabilizado midiendo, por ejemplo, la isoterma de union
para cada ligando y midiendo el cambio de estabilidad con el ligando (la ventana deberia reducirse
tipicamente en comparacion con el tipo salvaje).

Con el fin de evitar los cambios en la afinidad aparente causados por perturbaciones en el sitio de unién tras la mutacion,
se deben usar preferiblemente ligandos de la misma clase farmacolégica, pero de una clase quimica diferente, para
perfilar el receptor. Tipicamente, estos deberian mostrar cambios de afinidad similares (mutantes frente a parental, por
ejemplo, de tipo salvaje) a pesar de tener diferentes propiedades de reconocimiento molecular. Los experimentos de
unién deben realizarse preferiblemente usando un ligando marcado dentro de la misma clase farmacolégica.
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No obstante, debe reconocerse que pueden existir sustratos conformacionales que son especificos para las clases
quimicas de ligandos dentro de la misma clase farmacologica, y estos pueden estabilizarse especificamente en el
procedimiento dependiendo de la clase quimica del ligando seleccionado.

Tipicamente, el ligando seleccionado se une al GPCR mutante con una potencia similar a su unién al GPCR parental.
Tipicamente, los valores de Kq para la unién del ligando particular al GPCR mutante y al GPCR parental estan dentro
de 5-10 veces entre si, tal como dentro de 2-3 veces. Tipicamente, la unién del ligando al GPCR mutante en
comparacién con el GPCR parental no seria mas de 5 veces mas débil ni mas de 10 veces mas fuerte.

Tipicamente, los receptores mutantes que se han estabilizado en la conformacién seleccionada deberian unirse al
ligando seleccionado con una afinidad aproximadamente igual (es decir, tipicamente dentro de 2-3 veces) o una
afinidad mayor que la del receptor parental. Para los mutantes con conformacion agonista, los mutantes tipicamente
se unen alos agonistas con la misma o mayor afinidad que el GPCR parental y tipicamente se unen a los antagonistas
con la misma o menor afinidad que el GPCR parental. De manera similar, para los mutantes con conformacién
agonista, los mutantes tipicamente se unen a los antagonistas con la misma o mayor afinidad que el GPCR parental
y tipicamente se unen a los agonistas con la misma o menor afinidad que el GPCR parental.

Los mutantes que muestran una reduccion significativa (tipicamente superior a 2-3 veces) en la afinidad por el ligando
seleccionado tipicamente se rechazan.

Tipicamente, el orden jerarquico de unién de un conjunto de ligandos de la misma clase es comparable, aunque puede
haber una o dos inversiones en el orden, o puede haber un valor atipico en el conjunto.

En un caso adicional, se pueden usar dos 0 mas ligandos que se unen simultdneamente al receptor en la misma
conformacion, por ejemplo, un modulador alostérico y un agonista ortostérico.

Para evitar dudas, y como resulta evidente a partir de los Ejemplos, no es necesario usar multiples ligandos para que
el método efectivo.

En un caso adicional, puede ser ventajoso seleccionar aquellos GPCR mutantes que, aun siendo capaces de unirse
al ligando seleccionado, no son capaces de unirse, 0 se unen con menos fuerza que el GPCR parental, a un segundo
ligando seleccionado que esta en una clase diferente al primer ligando. Asi, por ejemplo, el GPCR mutante puede ser
uno que se selecciona sobre la base de que tiene una mayor estabilidad con respecto a la unién a un antagonista
seleccionado, pero el GPCR mutante asi seleccionado se ensaya adicionalmente para determinar si se une a un
agonista completo (0 se une con menos fuerza a un agonista completo que su GPCR parental). Se seleccionan
mutantes que no se unen (o tienen una unién reducida) al agonista completo. De esta manera, se realiza una selecciéon
adicional de un GPCR que esta bloqueado en una conformacion particular.

Se apreciara que el ligando seleccionado (con respecto a la parte (b) del método) y el (segundo) ligando adicional, tal
como se ha discutido anteriormente, pueden ser cualquier par de clases de ligandos, por ejemplo: antagonista y
agonista completo; agonista completo y antagonista; antagonista y agonista inverso; agonista y antagonista inverso;
agonista inverso y agonista completo; agonista completo y agonista inverso; y asi sucesivamente.

Se prefiere que el receptor mutante se una al (segundo) ligando adicional con una afinidad que sea inferior al 50 % de
la afinidad que el receptor parental tiene por el mismo (segundo) ligando adicional, mas preferiblemente inferior al 10 %
y aun mas preferiblemente inferior al 1 % 0 0,1 % 0 0,01 % de afinidad por el receptor parental. Por lo tanto, la Kq para
la interaccién del segundo ligando con el receptor mutante es mayor que para el receptor parental. Como se muestra
en el Ejemplo 1, el receptor B-adrenérgico mutante BAR-m23 (que se seleccioné mediante el método de seleccién
utilizando un antagonista) se une a un agonista 3 6rdenes de magnitud mas débilmente que su parental (es decir, la
Kq es 1.000 x mas alta). De manera similar, en el Ejemplo 2, el receptor de adenosina A2z mutante Rant21 se une al
agonista de 2-4 6rdenes de magnitud méas débilmente que su parental.

Este tipo de contraseleccién es (til porque puede usarse para dirigir el procedimiento de mutagénesis de manera mas
especifica (y por lo tanto mas rapidamente y mas eficientemente) a lo largo de una ruta hacia una conformacioén pura
tal como la define el ligando.

Preferiblemente, el GPCR mutante se proporciona en una forma solubilizada adecuada en la que mantiene la
integridad estructural y esta en una forma funcional (por ejemplo, es capaz de unirse al ligando). Se usa un sistema
solubilizante apropiado, tal como un detergente adecuado (u otro agente anfipatico) y un sistema tampon, que el
experto en la técnica puede elegir para que sea efectivo para la proteina en particular. Los detergentes tipicos que
pueden usarse incluyen, por ejemplo, dodecilmaltésido (DDM) o CHAPS u octilglucésido (OG) o muchos otros. Puede
ser conveniente incluir otros compuestos tales como hemisuccinato de colesterol o el propio colesterol o heptano-
1,2,3-triol. La presencia de glicerol o prolina o betaina puede ser Util. Es importante que el GPCR, una vez solubilizado
a partir de la membrana en la que reside, sea lo suficientemente estable como para ensayarse. Para algunos GPCR,
el DDM seré suficiente, pero se puede afiadir glicerol u otros polioles para aumentar la estabilidad con fines de ensayo,
si se desea. Se puede lograr una mayor estabilidad para los fines del ensayo, por ejemplo, solubilizando en una mezcla
de DDM, CHAPS y hemisuccinato de colesterol, opcionalmente en presencia de glicerol. Para los GPCR particularmente
inestables, puede ser deseable solubilizarlos usando digitonina o anfipoles u otros polimeros que puedan solubilizar los
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GPCR directamente de la membrana, en ausencia de detergentes tradicionales, y mantener la estabilidad, tipicamente
permitiendo que un numero significativo de lipidos permanezca asociado con el GPCR. Los nanodiscos también se
pueden usar para solubilizar proteinas de membrana extremadamente inestables en una forma funcional.

Tipicamente, el GPCR mutante se proporciona en un extracto bruto (por ejemplo, de la fraccién de membrana de la
célula huésped en la que se ha expresado, tal como E. coli). Puede proporcionarse en una forma en la que la proteina
mutante comprenda tipicamente al menos el 75 %, mas tipicamente al menos el 80 % 0 el 85 % 0 el 90 % o el 95 %
0 el 98 % 0 el 99 % de la proteina presente en la muestra. Por supuesto, tipicamente se solubiliza como se ha discutido
anteriormente, y asi el GPCR mutante se asocia normalmente con moléculas de detergente y/o moléculas de lipidos.

Se puede seleccionar un GPCR mutante que tenga una mayor estabilidad frente a cualquier condicién de
desnaturalizacién o desnaturalizante, tal como frente a una o mas de calor, detergente, agente caotrépico o un pH
extremo.

En relacién con una mayor estabilidad al calor (es decir, termoestabilidad), esto se puede determinar facilmente
midiendo la unién del ligando o usando métodos espectroscopicos como fluorescencia, CD o dispersion de la luz a
una temperatura particular. Tipicamente, cuando el GPCR se une a un ligando, la capacidad del GPCR para unirse a ese
ligando a una temperatura particular puede usarse para determinar la termoestabilidad del mutante. Puede ser
conveniente determinar una "cuasi Tm", es decir, la temperatura a la que se inactiva el 50 % del receptor en las condiciones
establecidas después de la incubacion durante un periodo de tiempo determinado (por ejemplo, 30 minutos). Los GPCR
mutantes de mayor termoestabilidad tienen una cuasi Tm aumentada en comparacién con sus parentales.

En relaciéon con una mayor estabilidad frente a un detergente o a un caétropo, tipicamente el GPCR se incuba durante
un tiempo definido en presencia de un detergente de ensayo o un agente caotropico de ensayo y la estabilidad se
determina usando, por ejemplo, la unién de ligandos o un método espectroscopico como se ha discutido anteriormente.

En relacién con un pH extremo, se elegiria un pH de ensayo tipico (por ejemplo, en el rango de 4,5 a 5,5 (pH bajo) o
en el rango de 8,5 a 9,5 (pH alto).

Debido a que se usan detergentes relativamente agresivos durante los procedimientos de cristalizacién, se prefiere
que el GPCR mutante sea estable en presencia de dichos detergentes. El orden de "dureza" de ciertos detergentes
es DDM, Ci1 — Cio —Co¢ —Cg maltésido o glucédsido, 6xido de laurildimetilamina (LDAQ) y SDS. Se prefiere
particularmente que el GPCR mutante sea mas estable frente a cualquiera de maltésido o glucésido Ce, maltésido o
glucosido Cs, LDAO y SDS, por lo que se prefiere que estos detergentes se usen para los ensayos de estabilidad.

Debido a su facilidad de determinacién, se prefiere determinar la termoestabilidad, y se eligen aguellos mutantes que
tienen una termoestabilidad aumentada en comparacién con la proteina parental con respecto a la condicién
seleccionada. Se apreciara que el calor actia como desnaturalizante, y este puede eliminarse faciimente enfriando la
muestra, por ejemplo, colocandola sobre hielo. Se cree que la termoestabilidad también puede ser una guia para la
estabilidad frente a otros desnaturalizantes o condiciones desnaturalizantes. Por lo tanto, es probable que el aumento
de la termoestabilidad se traduzca en estabilidad en los detergentes desnaturalizantes, especialmente aquellos que
son mas desnaturalizantes que el DDM, por ejemplo, aquellos detergentes con un grupo de cabeza mas pequefio y
una cadena de alquilo mas corta y/o con un grupo de cabeza cargado. Hemos descubierto que un GPCR termoestable
también es mas estable frente a los detergentes agresivos.

Cuando se usa un pH extremo como condicién desnaturalizante, se apreciara que este se puede eliminar rapidamente
afiadiendo un agente neutralizante. De manera similar, cuando se usa un caétropo como desnaturalizante, el efecto
desnaturalizante se puede eliminar diluyendo la muestra por debajo de la concentracién en la que el cabtropo ejerce
su efecto caotrépico.

En el método de seleccion, el GPCR puede ser un receptor B-adrenérgico (por ejemplo, de pavo) y el ligando es el
dihidroalprenolol (DHA), un antagonista.

En un caso adicional, el GPCR puede ser el receptor de adenosina A2a (A2:R) (por ejemplo, de hombre) y el ligando
es ZM 241385 (4-[2-[[7-amino-2-(2-furil)[1,2,4]-triazolo[2,3-a][1,3,5]triazin-5-iJamino]etillfenol), un antagonista 0 NECA
(5'-N-etilcarboxamido adenosina), un agonista.

En otro caso adicional, el GPCR es el receptor de neurotensina (NTR) (por ejemplo, de rata) y el ligando es la
neurotensina, un agonista.

Método 2
Un método para preparar un GPCR mutante seleccionado como se ha indicado anteriormente comprende:
(a) llevar a cabo un método para seleccionar un GPCR mutante tal como se describié anteriormente,

(b) identificar la posicién o las posiciones del residuo o residuos de aminoacidos mutados en el GPCR o los
GPCR mutantes que se han seleccionado para aumentar la estabilidad, y
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(c} sintetizar un GPCR mutante que contiene una mutacién en una o mas de las posiciones identificadas.

Como puede verse en los Ejemplos, sorprendentemente, los cambios en un solo aminoacido dentro del GPCR pueden
aumentar la estabilidad de la proteina en comparacion con la proteina parental con respecto a una condicion particular
en la que la proteina reside en una conformacién particular. Por lo tanto, en una realizacién, un Unico residuo de
aminoacido de la proteina parental se cambia en la proteina mutante.

También como se puede observar en los Ejemplos, se puede obtener un aumento adicional de la estabilidad
reemplazando mas de uno de los aminoacidos de la proteina parental. Tipicamente, cada uno de los aminoacidos
reemplazados es uno que se ha identificado usando el método de seleccion descrito anteriormente. Tipicamente, cada
aminoacido identificado se reemplaza por el aminoacido presente en la proteina mutante, aunque, como se indico
anteriormente, puede reemplazarse con cualquier otro aminoacido.

Tipicamente, el GPCR mutante contiene, en comparacion con la proteina parental, de 1 a 10 aminoéacidos
reemplazados, preferentemente de 1 a 8, tipicamente de 2 a 6, tal como 2, 3, 4, 5 0 6 aminoacidos reemplazados.

Se apreciara que los mutantes multiples pueden someterse al método de seleccion. En otras palabras, se pueden
proporcionar multiples mutantes en la etapa (a) de la seleccion. Se apreciara que se pueden preparar GPCR
mutagenizados de forma mdltiple, cuya conformacién se ha seleccionado para crear una proteina mutante de puntos
multiples muy estable.

Los GPCR mutantes se pueden preparar mediante cualquier método adecuado. Convenientemente, la proteina
mutante esta codificada por una molécula de acido nucleico adecuada y se expresa en una célula huésped adecuada.
Las moléculas de acido nucleico adecuadas que codifican el GPCR mutante pueden prepararse usando técnicas de
clonacion estandar, mutagénesis dirigida al sitio y PCR, como es bien conocido en la técnica. Los sistemas de
expresién adecuados incluyen sistemas de expresion constitutivos o inducibles en bacterias o levaduras, sistemas de
expresién de virus tales como baculovirus, virus del bosque semliki y lentivirus, o transfeccion transitoria en células de
insectos o mamiferos. Las células huésped adecuadas incluyen células de E. coli, Lactococcus lactis, Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, Spodoptera frugiperda y Trichoplusiani. Las células
huésped animales adecuadas incluyen HEK 293, COS, S2, CHO, NSO, DT40, etc. Se sabe que algunos GPCR
requieren lipidos especificos (por ejemplo, colesterol) para funcionar. En ese caso, es deseable seleccionar una célula
huésped que contenga el lipido. Adicional o alternativamente, el lipido puede afiadirse durante el aislamiento y la
purificacién de la proteina mutante. Se apreciara que estos sistemas de expresion y células huésped también pueden
usarse para proporcionar el GPCR mutante en la parte (a) del método de seleccién.

Los métodos de biologia molecular para clonar y modificar por ingenieria genes y ADNc, para mutar el ADN y para
expresar polipéptidos de polinucleétidos en células huésped son bien conocidos en la técnica, como se ejemplifica en
"Molecular cloning, a laboratory manual”, tercera edicién, Sambrook, J. y Russell, D.W. (eds), Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.

Se aprecia que se puede determinar si el GPCR mutante seleccionado o preparado es capaz de acoplarse a una
proteina G. También se prefiere determinar si el GPCR mutante seleccionado o preparado es capaz de unirse a una
pluralidad de ligandos de la misma clase que el ligando de seleccién con un orden de afinidad de dispersion y/o rango
comparable al del GPCR parental.

Método 3

Como se muestra en los Ejemplos 1-3 y se describe anteriormente, las mutaciones termoestabilizadoras estan
ampliamente dispersas por las secuencias del receptor beta adrenérgico 1 de pavo, el receptor de adenosina humano,
el receptor de neurotensina de rata y el receptor muscarinico humano. La Figura 17 proporciona una alineacion de
estas secuencias con la secuencia del beta-2AR humano. de manera que cuando las mutaciones termoestabilizadoras
se posicionan en las secuencias, entonces, en 11 casos de un total de 70, dos secuencias contienen mutaciones en
la misma posicién (indicadas en la Figura 17 con una estrella). Por lo tanto, se apreciara que, una vez que se han
identificado una 0 mas mutaciones estabilizadoras en un GPCR, se puede generar otro GPCR con mayor estabilidad
alineando las secuencias de aminodacidos de los GPCR y realizando la misma una o mas mutaciones en la posicién o
posiciones correspondientes. Este concepto se ejemplifica claramente en la Figura 26. en donde las seis mutaciones
termoestabilizadoras en el $1-m23 de pavo se transfirieron directamente al receptor B2 humano. El mutante resultante,
B2-m23, tenia una Tm 12 °C mas alta que la del receptor 2 humano.

Por consiguiente, un método adicional para producir un GPCR mutante con mayor estabilidad en relacién con su
GPCR parental comprende

(i) identificar en la secuencia de aminoacidos de uno o mas mutantes de un primer GPCR parental con mayor
estabilidad con respecto al primer GPCR parental, la posicién o posiciones en las que uno o mas mutantes
tienen al menos un residuo de aminoacido diferente en comparacion con el primer GPCR parental, y

(i) realizar una 0 mas mutaciones en la secuencia de aminoacidos que define un segundo GPCR en la posicion
0 posiciones correspondientes, para proporcionar uno 0 mas mutantes de un segundo GPCR parental con
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mayor estabilidad en relacién con el segundo GPCR parental.

El uno o mas mutantes de un primer GPCR parental pueden seleccionarse o prepararse segun los métodos de
seleccién o preparacion descritos anteriormente. Por tanto, este método puede usarse para crear GPCR estables y
blogqueados conformacionalmente mediante mutagénesis. Por ejemplo, tras la seleccion de los GPCR mutantes que
tienen mayor estabilidad en una conformacion particular, se puede identificar la mutacién estabilizadora y reemplazar
el aminoacido en una posicién correspondiente en un segundo GPCR para producir un GPCR mutante con mayor
estabilidad en una conformacién particular en relaciéon con un segundo GPCR parental.

Para evitar dudas, el primer GPCR parental puede ser un GPCR que tiene una secuencia de origen natural, o puede
ser una forma truncada o puede ser una fusion, ya sea con la proteina de origen natural o con un fragmento de la
misma, o0 puede contener mutaciones en comparacion con la secuencia de origen natural, siempre que retenga la
capacidad de unién al ligando.

Tipicamente, la identificacion de la posicion o las posiciones en las que uno 0 més mutantes tienen al menos un residuo
de aminoacido diferente en comparacion con el primer GPCR parental implica alinear sus secuencias de aminoacidos
con las del GPCR parental, por ejemplo, utilizando el programa Clustal W (Thompson et al., 1994).

Por "posicién o posiciones correspondientes”, incluimos el significado de la posicién en la secuencia de aminoacidos
de un segundo GPCR que se alinea con la posicion en la secuencia de aminoacidos del primer GPCR, cuando el
primer y el segundo GPCR se comparan mediante alineacién, por ejemplo, utilizando MacVector y Clustal W. Por
ejemplo, como se muestra en la alineacion de la Figura 17, las seis mutaciones estabilizadoras en p1-m23 de pavo,
R68S, MI0V, Y227A, A282L, F327A y F338M estan en posiciones que corresponden a los residuos K60, M82, Y219,
C265, L310 y F321, respectivamente, en el receptor 2 humano.

Habiendo identificado la posiciéon o posiciones correspondientes en la secuencia de aminoacidos de un segundo
GPCR, los aminoacidos en esas posiciones se reemplazan por otro aminoacido. Tipicamente, los aminoacidos se
reemplazan con los mismos aminoacidos que reemplazaron a los aminoacidos en las posiciones correspondientes en
el mutante del primer GPCR parental (a menos que ya sean ese residuo). Por ejemplo, en la posicién 68 en p1-m23
de pavo (R68S), se reemplaz6é un residuo de arginina por un residuo de serina. Por lo tanto, en la posicién
correspondiente en el receptor B2 humano, posicién 60 (K60), el residuo de lisina se reemplaza preferiblemente por
un residuo de serina.

Las mutaciones se pueden realizar en una secuencia de aminoacidos, por ejemplo, como se describidé anteriormente
y usando técnicas bien establecidas en la técnica.

Se apreciara que el segundo GPCR puede ser cualquier otro GPCR. Por ejemplo, las mutaciones estabilizadoras en
un GPCR de una especie pueden transferirse a un segundo GPCR de otra especie. De manera similar, las mutaciones
estabilizadoras en una isoforma de GPCR particular pueden transferirse a un segundo GPCR que es una isoforma
diferente. Preferiblemente, el segundo GPCR parental es de la misma clase o familia de GPCR que el primer GPCR
parental. Los analisis filogenéticos han dividido los GPCR en tres clases principales sobre la base de la similitud de la
secuencia de proteinas, es decir, las clases 1, 2 y 3 cuyos prototipos son la rodopsina, el receptor de secretina y los
receptores metabotropicos del glutamato, respectivamente (Foord et al (2005) Pharmacol. Rev. 57, 279-288). Por lo
tanto, el segundo GPCR puede ser un GPCR que sea de la misma clase de GPCR que el primer GPCR parental. De
la misma manera, los GPCR se han dividido en familias por referencia a ligandos naturales como el glutamato y el
GABA. Por lo tanto, el segundo GPCR puede ser de la misma familia de GPCR que el primer GPCR parental. La Unién
Internacional de Farmacologia ha elaborado una lista de clases y familias de GPCR (Foord et al (2005) Pharmacol.
Rev. 57, 279-288) y esta lista se actualiza periédicamente en http://www.iuphar-
db.org/GPCR/ReceptorFamiliesForward.

Se apreciara que el segundo GPCR parental debe poder alinearse con el primer GPCR parental. de manera que las
posiciones correspondientes de las mutaciones en el primer GPCR se pueden determinar en el segundo GPCR. Por
lo tanto, tipicamente, el segundo GPCR parental tiene al menos un 20 % de identidad de secuencia con el primer
GPCR parental y, mas preferentemente, al menos un 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o0 90 % de identidad de
secuencia con el primer GPCR parental. Sin embargo, algunos GPCR tienen una identidad de secuencia baja (por
ejemplo, los GPCR de las familias B y C) y, al mismo tiempo, tienen una estructura muy similar. Por lo tanto, el umbral
de identidad de secuencia del 20 % no es absoluto.

Método 4

Los inventores han razonado que la identificacién de restos estructurales en los que residen la una o mas mutaciones
en un GPCR mutante con mayor estabilidad sera (til para producir otros GPCR mutantes con mayor estabilidad.

Por consiguiente, un método adicional para producir un receptor acoplado a proteina G (GPCR) mutante con mayor
estabilidad en relacién con su GPCR parental comprende:

a. proporcionar uno o mas mutantes de un primer GPCR parental con una mayor estabilidad en relacion con el
primer GPCR parental
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b. identificar en un modelo de proteina de membrana estructural el resto o restos estructurales en los que uno
0 mas mutantes tienen al menos un residuo de aminoacido diferente en comparacién con el primer GPCR
parental, y

c. realizar una o mas mutaciones en la secuencia de aminoacidos que define un resto o restos estructurales
correspondientes en un segundo GPCR parental, para proporcionar uno o mas mutantes de un segundo
GPCR parental con mayor estabilidad en relacién con el segundo GPCR parental.

El mapeo de mutaciones estabilizadoras en uno o mas modelos estructurales conocidos puede usarse para identificar
restos estructurales particulares en los que residen dichas mutaciones estabilizadoras. Hemos mapeado las
mutaciones estabilizadoras del receptor B1 adrenérgico en modelos estructurales del receptor B2 adrenérgico
(Rasmussen et al (2007) Nature 450, 383-387; Cherezov et al (2007) Science 318:1258-65; Rosenbaum et al (2007)
Science 318:1266-1273) con el fin de identificar dichos restos. Por ejemplo, la Tabla (vi) enumera las mutaciones del
receptor B1 adrenérgico de pavo que hemos mapeado en el receptor B2 adrenérgico humano y describe los restos
estructurales correspondientes en los que residen. Como se discute en el Ejemplo 4, el mapeo de la mutacion Y227A
(equivalente a Y219 en el receptor B2 humano) en el receptor B2 adrenérgico humano revela su posicién en la interfaz
entre las hélices de modo que la mutacién puede mejorar el empaquetamiento en la interfaz helicoidal (véanse las Figuras
15, 16 y 23). De manera similar, el mapeo de la mutacion M0V (equivalente a M82 en el receptor p2 humano) en el
receptor B2 adrenérgico humano revela que esté en la hélice 2 en un punto en el que la hélice esta doblada (véanse las
Figuras 15, 16 y 20). Se descubri6é que otras mutaciones residian en otros restos estructurales incluidas las superficies
de la hélice transmembrana que apuntan hacia la bicapa lipidica, las regiones limite hidréfobas-hidroéfilas, los bolsillos de
union a proteinas y las regiones en bucle (véase la Tabla) (vi} y las Figuras 18-19, 21-22 y 24-25).

Dichos restos estructurales, en virtud de que contienen mutaciones estabilizadoras, son importantes para determinar
la estabilidad de las proteinas. Por lo tanto, el direccionamiento de las mutaciones a estos restos facilitara la generacion
de GPCR mutantes estabilizados. De hecho, hubo varios casos en los que mas de una mutaciéon se mapeé en el
mismo resto estructural. Por ejemplo, las mutaciones Y227A, V230A y A234L en el receptor B1 adrenérgico de pavo
se mapearon en la misma interfaz helicoidal, las mutaciones V89L y M90V se mapearon en la misma torsion helicoidal
y las mutaciones F327A y A334L se mapearon en la misma superficie helicoidal que apunta hacia la bicapa lipidica
(Tabla (vi}). Por lo tanto, cuando se ha identificado una mutacion estabilizadora, la determinacion del resto estructural
en el que se encuentra esa mutacién permitira la identificacion de mutaciones estabilizadoras adicionales.

El uno o mas mutantes de un primer GPCR parental pueden seleccionarse o prepararse segln cualquiera de los
métodos descritos anteriormente. Por tanto, este método puede usarse para crear GPCR estables y bloqueados
conformacionalmente mediante mutagénesis. Por ejemplo, tras la seleccion de los GPCR mutantes que tienen una
mayor estabilidad en una conformacién particular, se pueden identificar los restos estructurales en los que residen
dichas mutaciones estabilizadoras. La realizacién de una o0 mas mutaciones en la secuencia de aminoacidos que
define el resto estructural correspondiente en otro GPCR puede usarse entonces para producir un GPCR mutante con
mayor estabilidad en una conformacion particular en relacién con su GPCR parental.

Hemos realizado un alineamiento de multiples secuencias de las secuencias de aminoacidos de beta-2AR humano,
NTR1 de rata, beta-1 AR de pavo, adenosina A2aR humana y receptor M1 muscarinico humano (Figura 17), que
muestra que, cuando las mutaciones termoestabilizadoras identificadas (véanse los Ejemplos 1-3) se colocan en las
secuencias, en 11 casos de un total de 70, dos secuencias contienen mutaciones en la misma posicion (indicadas en
la Figura 17 con una estrella). Sin pretender limitarse a ninguna teoria, los inventores creen que las mutaciones
termoestabilizadoras en estas posiciones deberian ser de mayor transferibilidad para mapearlas en un modelo de
proteina de membrana estructural.

Con el fin de identificar el resto o restos estructurales, las mutaciones estabilizadoras se mapean en una estructura
conocida de una proteina de membrana.

Por "proteina de membrana" nos referimos a una proteina que esta unida o asociada a una membrana de una célula
u organulo. Preferiblemente, la proteina de membrana es una proteina de membrana integral que se integra
permanentemente en la membrana y solo se puede retirar usando detergentes, disolventes no polares o agentes
desnaturalizantes que alteran fisicamente la bicapa lipidica.

El modelo estructural de una proteina de membrana puede ser cualquier modelo estructural adecuado. Por gjemplo,
el modelo puede ser una estructura cristalina conocida. Los ejemplos de estructuras cristalinas de GPCR incluyen la
rodopsina bovina (Palczewski, K. et al., Science 289, 739-745. (2000)) y el receptor B2 adrenérgico humano
(Rasmussen et al, Nature 450, 383-7 (2007); Cherezov et al (2007} Science 318:1258-65; Rosenbaum et al (2007)
Science 318:1266-1273). Las coordenadas de la estructura del receptor B2 adrenérgico humano se pueden encontrar
en el banco de datos de proteinas del RCSB con los codigos de acceso: 2rh1, 2rdr y 2r4s. Alternativamente, el modelo
estructural puede ser un modelo generado por ordenador basado en la homologia o utilizando métodos de prediccién
de estructura de novo (Qian et al., Nature (2007) 450: 259-64).

Se apreciard que las mutaciones estabilizadoras de un GPCR mutante dado pueden mapearse en un modelo
estructural de cualquier proteina de membrana que tenga suficiente similitud estructural con el GPCR. En particular,
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el dominio de la proteina de membrana debe tener una similitud estructural suficiente con el dominio del GPCR en el
que reside la mutacién estabilizadora, para que una mutacion dada sea transferible.

Un dominio de proteina se define tipicamente como un ensamblaje plegado discretamente de elementos de estructura
secundaria que pueden ser independientes como una sola proteina o ser parte de una proteina mas grande en
combinacion con otros dominios. Por lo general, es una unidad evolutiva funcional.

Los GPCR son esencialmente proteinas de dominio Unico, excluyendo aquellas con dominios N-terminales grandes.
Por lo tanto, tipicamente, el modelo estructural es de una proteina de membrana que comprende al menos un dominio
que tiene suficiente similitud estructural con el GPCR.

La similitud estructural se puede determinar indirectamente mediante el analisis de la identidad de secuencia, o
directamente mediante la comparacion de estructuras.

Con respecto a la identidad de secuencia, la secuencia de aminoacidos que codifica el dominio de GPCR en la que el
mutante tiene al menos un residuo de aminoacido diferente en comparacioén con el primer GPCR parental, se alinea
con una secuencia de aminoé&cidos que codifica un dominio de una proteina de membrana para la que esta disponible
un modelo estructural. Se apreciara que una o mas de estas secuencias pueden contener una secuencia insertada o
extensiones N-terminales o C-terminales que son adicionales al dominio central conservado. Para una alineacién
optima, dichas secuencias se eliminan para no sesgar el analisis. Las proteinas de membrana con suficiente identidad
de secuencia en el dominio en cuestién pueden usarse entonces como modelo estructural para mapear mutaciones.
Se ha mostrado para los dominios de proteinas solubles que su estructura 3D se conserva ampliamente por encima
del 20 % de identidad de secuencia y se conserva bien por encima del 30 % de identidad, y el nivel de conservacién
estructural aumenta a medida que la identidad de secuencia aumenta hasta el 100 % (Ginalski, K. Curr Op Struc Biol
(2006) 16, 172-177).

La identidad de secuencia puede medirse mediante el uso de algoritmos tales como BLAST o PSI-BLAST (Altschul et
al, NAR (1997), 25, 3389-3402) o métodos basados en modelos ocultos de Markov (Eddy S et al, J Comput Biol (1995)
Spring 2 (1) 9-23). Tipicamente, el porcentaje de identidad de secuencia entre dos polipéptidos puede determinarse
usando cualquier programa informatico adecuado, por ejemplo, el programa GAP del Grupo de Computacion Genética
de la Universidad de Wisconsin, y se apreciard que el porcentaje de identidad se calcula en relacién con los
polipéptidos cuya secuencia se ha alineado de manera 6ptima. La alineacion puede llevarse a cabo alternativamente
usando el programa Clustal W (Thompson et al., 1994). Los parametros utilizados pueden ser los siguientes:
Parametros de alineacion rapida por pares: Tamafio de tupla K (palabra); 1, tamafio de ventana; 5, penalizacion por
hueco; 3, nimero de diagonales superiores; 5. Método de puntuacién: x por ciento. Parametros de alineacién multiples:
penalizacion por hueco abierta; 10, penalizacién por extensién de hueco; 0,05. Matriz de puntuacion: BLOSUM.

Ademas de la identidad de secuencia, la similitud estructural se puede determinar directamente mediante la
comparacién de modelos estructurales. Los modelos estructurales pueden usarse para detectar regiones de similitud
estructural que no son evidentes solo a partir del analisis de secuencia, y que pueden o no ser contiguas en la
secuencia. Por ejemplo, se cree que los GPCR de las familias B y C comparten estructuras similares; sin embargo, su
identidad de secuencia es muy baja. De la misma manera, las acuaporinas que transportan agua de espinaca SoPip2,
AqpZ de E. coli, AQpM de Methanococcus, Aqp4 de rata, Aqp1 humana y Agp0 de oveja comparten una identidad de
secuencia baja, pero todas tienen estructuras similares.

Se pueden construir modelos estructurales de alta fidelidad para proteinas de estructura desconocida utilizando
paquetes de software estandar tales como MODELLER (Sali A y Blundell T, J Mol Biol (1993) 234(3) 779-815). en
donde la estructura se modela sobre una estructura conocida de una proteina homoéloga. Tal modelado mejora con el
aumento de la identidad de secuencia. Tipicamente, la identidad de secuencia entre la secuencia de estructura
desconocida y una secuencia de estructura 3D conocida es de mas del 30 % (Ginalski, K. Curr Op Struc Biol (2006)
16, 172-177). Ademas, los métodos de prediccién de la estructura de novo basados solo en la secuencia pueden
usarse para modelar proteinas de estructura desconocida (Qian et al, (2007) Nature 450:259-64). Una vez que las
estructuras se han determinado experimentalmente o se han obtenido mediante modelado, las regiones de similitud
estructural pueden detectarse mediante la comparacion directa de dos o mas estructuras 3D. Pueden comprender,
por ejemplo, elementos de estructura secundaria de una arquitectura y topologia particulares que pueden detectarse
mediante el uso de software como DALI (Holm, L y Sander, C (1996) Science 273, 595-603). Pueden comprender
disposiciones locales de las cadenas laterales de aminoacidos y la cadena principal del polipéptido, o conjuntos
especificos de atomos o grupos de atomos en una disposicion espacial particular, que también pueden detectarse,
por ejemplo, mediante el uso de representaciones tedricas graficas (Artymiuk, P et al, (2005) J Amer Soc Info Sci Tech
56 (5) 518-528). En este enfoque, los atomos o grupos de atomos dentro de las proteinas o regiones de las proteinas
que se van a comparar se representan tipicamente como los nodos de un grafo, y los bordes del grafico describen los
angulos y las distancias entre los nodos. Los patrones comunes en estos graficos indican restos estructurales
comunes. Este enfoque puede ampliarse para incluir cualquier descriptor de atomos o grupos de atomos, como el
donador o aceptor de enlaces de hidrégeno, la hidrofobicidad, la forma, la carga o la aromaticidad; por ejemplo, las
proteinas pueden mapearse espacialmente de acuerdo con dichos descriptores utilizando GRID y esta representacion
usarse como base para la busqueda de similitudes (Baroni et al (2007) J Chem Inf Mod 47, 279-294). Las descripciones
de los métodos, la disponibilidad del software y las directrices para la seleccion definida por el usuario de parametros,
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umbrales y tolerancias se describen en las referencias proporcionadas anteriormente.

La Unién Internacional de Farmacologia ha elaborado una lista de clases y familias de GPCR (Foord et al/ (2005)
Pharmacol. Rev. 57, 279-288 vy esta lista se actualiza periédicamente en http://www.iuphar-
db.org/GPCR/ReceptorFamiliesForward.

El mapeo de las mutaciones estabilizadoras en el modelo estructural se puede realizar usando cualquier método
adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, tipicamente, la secuencia de aminoacidos del GPCR para la que esta
disponible el modelo estructural se alinea con la secuencia de aminoacidos del mutante del primer GPCR parental. La
posicion o las posiciones del al menos un residuo de aminoacido diferente en el GPCR mutante con respecto al primer
GPCR parental pueden localizarse entonces en la secuencia de aminoacidos del GPCR para la que esta disponible
un modelo estructural.

Por "resto estructural" incluimos el significado de una descripcion tridimensional de la ubicacién en un modelo
estructural de GPCR de una mutacion termoestabilizadora. Por ejemplo, el resto estructural puede ser cualquier resto
de estructura secundaria o terciaria dentro del GPCR. Por "resto de estructura terciaria” incluimos cualquier descriptor
de atomos o grupos de atomos, como el donador o aceptor de enlaces de hidrégeno, la hidrofobicidad, la forma, la
carga o la aromaticidad. Por ejemplo, las proteinas pueden mapearse espacialmente de acuerdo con dichos
descriptores usando GRID y esta representacién usarse como base para definir un resto estructural (Baroni et al (2007)
J Chem Inf Mod 47, 279-294).

La Tabla (vi) enumera los restos estructurales en los que se descubrié que residian las mutaciones estabilizadoras del
receptor 1 adrenérgico de pavo. Como se ve en la tabla, las mutaciones se encuentran en varias localizaciones
distintas. Hay tres mutaciones en regiones de bucle que se prevé que sean accesibles al disolvente acuoso. Ocho
mutaciones se encuentran en las hélices a transmembrana y apuntan a la bicapa lipidica; tres de estas mutaciones se
encuentran cerca del final de las hélices y se puede considerar que se encuentran en la capa limite hidréfoba-hidrofila.
Se encuentran ocho mutaciones en las interfaces entre las hélices a transmembrana, tres de las cuales se encuentran
dentro de una regién retorcida o distorsionada de la hélice y otras dos mutaciones ocurren en una hélice, pero estan
adyacentes a una o mas hélices que contienen una torsion adyacente en el espacio al residuo mutado. Estas ultimas
mutaciones podrian afectar al empaquetamiento de los aminoacidos dentro de la regién retorcida, lo que podria resultar
en una termoestabilizacién. Otra mutacion se encuentra en un bolsillo de unién al sustrato.

Por consiguiente, en una realizacion, el resto estructural es cualquiera de una interfaz helicoidal, una torsién helicoidal,
una hélice opuesta a una torsion helicoidal, una superficie helicoidal que apunta a la bicapa lipidica, una superficie
helicoidal que apunta a la bicapa lipidica en la capa limite hidréfoba-hidréfila, una regién de bucle o un bolsillo de unién
a proteinas.

La identificacion de un resto estructural en el que reside una mutacién estabilizadora sugiere la importancia de ese
resto en la estabilidad de las proteinas. Por lo tanto, la realizacién de una o0 mas mutaciones en la secuencia de
aminoacidos que define un resto o restos estructurales correspondientes en un segundo GPCR parental, deberia
proporcionar uno o mas mutantes de un segundo GPCR parental con mayor estabilidad en relacién con el segundo
GPCR parental.

La secuencia de aminoacidos que define un resto estructural es la secuencia de aminoacidos primaria de los residuos
de aminoacidos que se combinan en la estructura secundaria o terciaria de la proteina para formar el resto estructural.
Se apreciara que dicha secuencia de aminoacidos primaria puede comprender residuos de aminoacidos contiguos o
no contiguos. Por lo tanto, la identificacion de la secuencia de aminoacidos que define el resto estructural implicara
determinar los residuos implicados y, posteriormente, definir la secuencia. Las mutaciones se pueden realizar en una
secuencia de aminoacidos, por ejemplo, como se describié anteriormente y usando técnicas bien establecidas en la
técnica.

Por "resto o restos estructurales correspondientes", nos referimos al resto o restos estructurales analogos identificados
en el modelo estructural que estan presentes en el segundo GPCR parental. Por ejemplo, si se identificé una interfaz
helicoidal, la interfaz helicoidal correspondiente en el segundo GPCR parental seria la interfaz entre las hélices que
son andlogas a las hélices presentes en el modelo estructural. Si se identificara una torsién helicoidal, la torsién
helicoidal correspondiente seria la torsién en la hélice que es analoga a la hélice retorcida presente en el modelo
estructural. Un resto o restos estructurales analogos en el segundo GPCR parental pueden identificarse buscando
secuencias de aminoacidos similares en la secuencia del segundo GPCR parental que definan el resto o restos en el
modelo estructural, por ejemplo, mediante alineaciéon de secuencias. Ademas, los algoritmos informaticos estan
ampliamente disponibles en la técnica y pueden usarse para predecir la presencia de restos proteicos basandose en
una secuencia de aminoacidos. Por lo tanto, basandose en la posicién relativa de un resto particular dentro de la
secuencia de aminoacidos y su posicién en relacién con otros restos, se puede identificar facilmente un resto estructural
analogo. Se apreciara que, si esta disponible un modelo estructural del segundo GPCR parental, el resto o restos
estructurales analogos pueden mapearse directamente en la estructura de la proteina. Tipicamente, la secuencia de
aminoé&cidos que define el resto estructural analogo tiene al menos un 20 % de identidad de secuencia con la secuencia
que define el resto en el modelo estructural, mas preferentemente al menos un 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %y
90 % de identidad de secuencia y aun mas preferentemente un 95 % y 99 % de identidad de secuencia.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 3006 458 T3

Se pueden usar GPCR mutantes con mayor estabilidad en comparacién con sus GPCR parentales, particularmente
aquellos con mayor termoestabilidad. A continuacién, se proporcionan ejemplos particulares de GPCR mutantes
adecuados para su uso en la presente invencion.

La alineacién de las secuencias de aminoacidos del receptor 1 AR de pavo, el receptor de adenosina humano, el
receptor de neurotensina de rata y el receptor muscarinico humano en la Figura 17 muestra que en 11 de los 70 casos,
dos secuencias contienen mutaciones en la misma posicion, es decir, en las siguientes posiciones segun la numeracion
del AR beta2 humano tal como se establece en la Figura 17: Ala 59, Val 81, Ser 143, Lys 147, Val 152, Glu 180, Val 222,
Ala 226, Ala 271, Leu 275 y Val 317. Por lo tanto, en una realizacién adicional, el GPCR mutante es uno que tiene, en
comparacién con su receptor parental, un aminoacido diferente en una cualquiera de estas posiciones.

Receptor B-adrenérgico mutante

Los receptores B-adrenérgicos son bien conocidos en la técnica. Comparten homologia de secuencia entre siy se
unen a la adrenalina.

En una realizacién, el GPCR mutante es un receptor B-adrenérgico mutante que, cuando se compara con el
correspondiente receptor B-adrenérgico de tipo salvaje, tiene un aminoacido diferente en una posicién que
corresponde a una cualquiera 0 mas de las siguientes posiciones segln la numeracién del receptor B-adrenérgico de
pavo tal como se establece en la Figura 9: lle 55, Gly 67, Arg 68, Val 89, Met 90, Gly 98, lle 129, Ser 151, Val 160, GIn
194, Leu 221, Tyr 227, Arg 229, Val 230, Ala 234, Ala 282, Asp 322, Phe 327, Ala 334, Phe 338.

El receptor B-adrenérgico mutante puede ser un mutante de cualquier receptor B-adrenérgico humano, siempre que
esté mutado en una o mas de las posiciones de los aminoacidos, tal como se indica haciendo referencia a la secuencia
de aminoécidos del receptor B-adrenérgico de pavo dada.

Se prefiere particularmente que el GPCR mutante sea uno que tenga al menos un 20 % de identidad de secuencia de
aminoacidos cuando se compara con la secuencia del receptor B-adrenérgico de pavo dada, tal como se determina
usando MacVector y CLUSTALW (Thompson et al (1994) Nucl. Acids Res. 22, 4673-4680). Mas preferentemente, el
receptor mutante tiene al menos un 30 % 0 al menos un 40 % o0 al menos un 50 % de identidad de secuencia de
aminoacidos. En general, existe un mayor grado de identidad de secuencia de aminoacidos que se conserva alrededor
del sitio ortostérico ("activo") al que se une el ligando natural.

Como se describe en el Ejemplo 1y en la Figura 1 a continuacion, el reemplazo individual de los siguientes residuos
de aminoacidos en la secuencia B-adrenérgica de pavo parental (como se muestra en la Figura 9) conduce a un
aumento de la termoestabilidad: lle 55, Gly 67, Arg 68, Val 89, Met 90, Gly 98, lle 129, Ser 151, Val 160, Gin 194, Leu
221, Tyr 227, Arg 229, Val 230, Ala 234, Ala 282, Asp 322, Phe 327, Ala 334, Phe 338.

Se pueden usar receptores B-adrenérgicos humanos mutantes en los que uno o mas aminoacidos correspondientes
en el receptor parental se reemplazan por otro residuo de aminoacido.

En una realizacién, el GPCR mutante es un receptor B-adrenérgico mutante que tiene al menos un residuo de
aminoacido diferente en un resto estructural en el que el receptor mutante, en comparacién con su receptor parental,
tiene un aminoacido diferente en una posicién que corresponde a cualquiera de las siguientes posiciones segun la
numeracion del receptor B-adrenérgico de pavo, tal como se establece en la Figura 9: lle 55, Gly 67, Arg 68, Val 89,
Met 90, Gly 98, lle 129, Ser 151, Val 160, GIn 194, Leu 221, Tyr 227, Arg 229, Val 230, Ala 234, Ala 282, Asp 322,
Phe 327, Ala 334, Phe 338.

Para evitar dudas, el parental puede ser un receptor B-adrenérgico humano que tiene una secuencia de origen natural.

Por "residuo de aminoacido correspondiente” incluimos el significado del residuo de aminoacido en otro receptor B-
adrenérgico que se alinea con el residuo de aminoacido dado en el receptor B-adrenérgico de pavo cuando se
comparan el receptor B-adrenérgico de pavo y el otro receptor B-adrenérgico utilizando MacVector y CLUSTALW.

La Figura 9 muestra una alineacién entre el receptor B-adrenérgico de pavo y los receptores B-adrenérgicos B1, B2 y
B3 humanos.

Se puede observar que la lle 72 del 1 humano corresponde a la lle 55 del receptor B-adrenérgico de pavo; la lle 47
del B2 humano corresponde a la lle 55 del receptor B-adrenérgico de pavo; y la Thr51 del 3 humano corresponde a
la lle 55 del receptor B-adrenérgico de pavo. Otros residuos de aminoacidos correspondientes en $1, B2y 3 humanos
pueden identificarse facilimente haciendo referencia a la Figura 9.

Se prefiere que el aminoacido particular se reemplace por una Ala. Sin embargo, cuando el residuo de aminoacido
particular es una Ala, se prefiere que se reemplace por una Leu (por ejemplo, véanse Ala 234, Ala 282 y Ala 334 en
B-adrenérgico de pavo en la Figura 1).

Se prefiere que el receptor B-adrenérgico mutante tenga un aminoacido diferente en comparacion con su parental en
mas de una posicién de aminoacido, ya que es probable que esto proporcione una mayor estabilidad. Los mutantes
del receptor 1 humano particularmente preferidos son aquellos en los que uno o mas de los siguientes residuos de
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aminoacidos se reemplazan por otro residuo de aminoacido: K85, M107, Y244, A316, F361 y F372. Tipicamente, el
residuo de aminoacido dado se reemplaza con Ala o Val o Met o Leu o lle (a menos que ya sean ese residuo).

Se prefieren los receptores 1 humanos mutantes que tienen combinaciones de 3 0 4 0 5 0 6 mutaciones como se ha
descrito anteriormente.

Los mutantes del receptor 2 humano particularmente preferidos son aquellos en los que uno o mas de los siguientes
residuos de aminoacidos se reemplazan por otro residuo de aminoacido: K60, M82, Y219, C265, L310 y F321.
Tipicamente, el residuo de aminoacido dado se reemplaza con Ala o Val o Met o Leu o lle (a menos que ya sean ese
residuo).

Se prefieren los receptores p2 humanos mutantes que tienen combinaciones de 3 0 4 0 5 0 6 mutaciones como se ha
descrito anteriormente.

La Figura 26 muestra el efecto sobre la termoestabilidad cuando seis mutaciones termoestabilizadoras en el B1-m23
(R68S, MO0V, Y227A, A282L, F327A, F338M) se transfirieron directamente al receptor 2 humano (mutaciones
equivalentes K60S, M82V, Y219A, C265L, L310A, F321M), lo que produce el f2-m23 humano. Las Tm de B2y B2-
m23 humanos fueron de 29 °C y 41 °C respectivamente, lo que ejemplifica la transferibilidad de las mutaciones
termoestabilizadoras de un receptor a otro receptor. Por consiguiente, un mutante del receptor B2 humano
particularmente preferido es uno que comprende las mutaciones K60S, M82V, Y219A, C265L, L310A, F321M.

Los mutantes del receptor B3 humano particularmente preferidos son aquellos en los que uno o mas de los siguientes
residuos de aminoacidos se reemplazan por otro residuo de aminoacido: W64, M86, Y224, P284, A330 y F341.
Tipicamente, el residuo de aminoacido dado se reemplaza con Ala o Val o Met o Leu o lle (a menos que ya sean ese
residuo).

Se prefieren los receptores B3 humanos mutantes que tienen combinaciones de 3 0 4 0 5 0 6 mutaciones como se ha
descrito anteriormente.

Las combinaciones particularmente preferidas de mutaciones se describen en detalle en las Tablas 1 y 2 del Ejemplo
1, y los mutantes adecuados incluyen los receptores B-adrenérgicos mutantes en los que los aminoacidos en la
posicion correspondiente se han reemplazado por otro aminoacido, tipicamente el mismo aminoacido como se indica
en las Tablas 1y 2 del Ejemplo 1.

Los mutantes particularmente preferidos son aquellos que contienen mutaciones en los aminoacidos que
corresponden al residuo de aminoacido dado por referencia al receptor B-adrenérgico de pavo: (R68S, Y227A, A282L,
A334L) (véase m6-10 en la Tabla 2 siguiente); (MI0V, Y227A, F338M) (véase m7-7 en la Tabla 2 siguiente); (R68S,
M9I0V, V230A, F327A, A334L) (véase m10-8 en la Tabla 2 siguiente); y (R68S, M0V, Y227A, A282L, F327A, F338M)
(véase m23 en la Tabla 2 siguiente).

Receptor de adenosina mutante

Los receptores de adenosina son bien conocidos en la técnica. Comparten homologia de secuencia entre siy se unen
a la adenosina.

En una realizacién, el GPCR mutante es un receptor de adenosina mutante que, cuando se compara con la adenosina
de tipo salvaje correspondiente, tiene un aminoacido diferente en una posicién que corresponde a una cualquiera o
mas de las siguientes posiciones segun la numeracién del receptor de adenosina A2z humano tal como se establece
en la Figura 10: Gly 114, Gly 118, Leu 167, Ala 184, Arg 199, Ala 203, Leu 208, Gin 210, Ser 213, Glu 219, Arg 220,
Ser 223, Thr 224, GIn 226, Lys 227, His 230, Leu 241, Pro 260, Ser 263, Leu 267, Leu 272, Thr 279, Asn 284, Gin
311, Pro 313, Lys 315, Ala 54, Val 57, His 75, Thr 88, Gly 114, Gly 118, Thr 119, Lys 122, Gly 123, Pro 149, Glu 151,
Gly 152, Ala 203, Ala 204, Ala 231, Leu 235, Val 239.

El receptor de adenosina mutante puede ser un mutante de cualquier receptor de adenosina humano siempre que
esté mutado en una o mas de las posiciones de aminoacidos, tal como se indica haciendo referencia a la secuencia
de aminoacidos del receptor de adenosina A2z humano dada.

Se prefiere particularmente que el GPCR mutante sea uno que tenga al menos un 20 % de identidad de secuencia de
aminoacidos cuando se compara con la secuencia del receptor de adenosina A2z humano dada, tal como se determina
usando MacVector y CLUSTALW. Preferiblemente, el GPCR mutante tiene al menos un 30 % o al menos un 40 % o
al menos un 50 % o al menos un 60 % de identidad de secuencia. Tipicamente, hay un mayor grado de conservacion
de la secuencia en el sitio de unién a la adenosina.

Como se describe en el Ejemplo 2 a continuacion, el reemplazo individual de los siguientes residuos de aminoacidos
en la secuencia del receptor de adenosina A2a humano (como se muestra en la Figura 10) conduce a un aumento de
la termoestabilidad cuando se mide con el agonista 5'-N-etilcarboxamidoadenosina (NECA):

Gly 114, Gly 118, Leu 167, Ala 184, Arg 199, Ala 203, Leu 208, GIn 210, Ser 213, Glu 219, Arg 220, Ser 223, Thr 224,
GIn 226, Lys 227, His 230, Leu 241, Pro 260, Ser 263, Leu 267, Leu 272, Thr 279, Asn 284, GIn 311, Pro 313, Lys 315.
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El reemplazo de los siguientes residuos de aminoacidos en la secuencia del receptor A2z humano (como se muestra
en la Figura 10) conduce a un aumento de la termoestabilidad cuando se mide con el antagonista ZM 241385 (4-[2-
[7-amino-2-(2-furil) [1,2,4]-triazolo[2,3-a][1,3,5]triazin-5-illamino]etil]fenol):

Ala 54, Val 57, His 75, Thr 88, Gly 114, Gly 118, Thr 119, Lys 122, Gly 123, Pro 149, Glu 151, Gly 152, Ala 203, Ala
204, Ala 231, Leu 235, Val 239.

Por lo tanto, puede usarse un receptor de adenosina A2s humano mutante en el que, en comparacién con su parental,
uno o mas de estos residuos de aminoacidos se han reemplazado por otro residuo de aminoacido. También se pueden
usar receptores de adenosina mutantes en los que uno o mas aminoacidos correspondientes en el receptor parental
se reemplazan por otro residuo de aminoacido.

En una realizaciéon, el GPCR mutante es un receptor de adenosina mutante que tiene al menos un residuo de
aminoacido diferente en un resto estructural en el que el receptor mutante, en comparacién con su receptor parental,
tiene un aminoacido diferente en una posicién que corresponde a cualquiera de las siguientes posiciones segun la
numeracién del receptor de adenosina A2z humano, tal como se establece en la Figura 10: Gly 114, Gly 118, Leu 167,
Ala 184, Arg 199, Ala 203, Leu 208, GIn 210, Ser 213, Glu 219, Arg 220, Ser 223, Thr 224, GIn 226, Lys 227, His 230,
Leu 241, Pro 260, Ser 263, Leu 267, Leu 272, Thr 279, Asn 284, GIn 311, Pro 313, Lys 315.

Para evitar dudas, el parental puede ser un receptor de adenosina humano que tiene una secuencia de origen natural.

Por "residuo de aminoacido correspondiente" incluimos el significado del residuo de aminoacido en otro receptor de
adenosina que se alinea con el residuo de aminoacido dado en el receptor de adenosina A2z humano cuando se
comparan el receptor de adenosina A2z humano y el otro receptor de adenosina utilizando MacVector y CLUSTALW.

La Figura 10 muestra una alineacion entre el receptor de adenosina A2a humano y otros tres receptores de adenosina
humanos (A2b, A3 y A1).

Se puede observar que, por ejemplo, la Ser 115 en el receptor Az, (indicado como AA2BR) corresponde a la Gly 114
en el receptor A2a. De manera similar, se puede observar que la Ala 60 en el receptor A3 (indicado como AA3R)
corresponde a la Ala 54 en el receptor Aza, y asi sucesivamente. Otros residuos de aminoacidos correspondientes en
los receptores de adenosina humanos Az,, A3 y A1 pueden identificarse facilmente haciendo referencia a la Figura 10.

Se prefiere que el aminoacido particular en el parental se reemplace por una Ala. Sin embargo, cuando el residuo de
aminoacido particular en el parental es una Ala, se prefiere que se reemplace por una Leu.

Se prefiere que el receptor de adenosina mutante tenga un aminoacido diferente en comparaciéon con su parental en
mas de una posicion de aminoacido. Los receptores de adenosina A2 humanos particularmente preferidos son
aquellos en los que uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos se reemplazan por otro residuo de
aminoacido: A55, T89, R123, L236 y V240. Tipicamente, el residuo de aminoacido dado se reemplaza con Ala o Val
o0 Met o Leu o lle (a menos que ya sean ese residuo).

Se prefieren los receptores de adenosina A2, humanos mutantes que tienen combinaciones de 3 0 4 o 5 mutaciones
como se ha descrito anteriormente.

Los receptores de adenosina A3 humanos particularmente preferidos son aquellos en los que uno o mas de los siguientes
residuos de aminoacidos se reemplazan por otro residuo de aminoacido: A60, T94, W128, L232 y L236. Tipicamente, €l
residuo de aminoacido dado se reemplaza con Ala o Val o Met o Leu o lle (a menos que ya sean ese residuo).

Se prefieren los receptores de adenosina A3 humanos mutantes que tienen combinaciones de 3 o 4 o 5 mutaciones
como se ha descrito anteriormente.

Los receptores de adenosina A1 humanos particularmente preferidos son aquellos en los que se reemplazan uno o
mas de los siguientes residuos: A57, T91, A125, L236 y L240. Tipicamente, el residuo de aminoacido dado se
reemplaza con Ala o Val o Met o Leu o lle (a menos que ya sean ese residuo).

Las combinaciones de mutaciones particularmente preferidas se describen en detalle en el Ejemplo 2. Los mutantes
adecuados incluyen estos receptores de adenosina A2z humanos mutantes, y también incluyen otros receptores de
adenosina mutantes en los que los aminoacidos en las posiciones correspondientes se han reemplazado por otro
aminoacido, tipicamente el mismo aminoacido como se indica en el Ejemplo 2.

Los mutantes del receptor de adenosina particularmente preferidos son aquellos que contienen mutaciones en los
aminoacidos que corresponden al residuo de aminoacido dado por referencia al receptor de adenosina A2z humano:
(A54L, K122A, L235A) (Rant 17); (A54L, T88A, V239A, A204L) (Rant 19); y (A54L, T88A, V239A, K122A) (Rant 21).

Receptor de neurotensina mutante

Los receptores de neurotensina son conocidos en la técnica. Comparten homologia de secuencia y se unen a la
neurotensina.
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En una realizacién, el GPCR mutante es un receptor de neurotensina mutante que, cuando se compara con el receptor
de neurotensina de tipo salvaje correspondiente, tiene un aminoacido diferente en una posicién que corresponde a
una cualquiera 0 mas de las siguientes posiciones segin la numeracion del receptor de neurotensina de rata tal como
se establece en la Figura 11: Ala 69, Leu 72, Ala 73, Ala 86, Ala 90, Ser 100, His 103, Ser 108, Leu 109, Leu 111, Asp
113, lle 116, Ala 120, Asp 139, Phe 147, Ala 155, Val 165, Glu 166, Lys 176, Ala 177, Thr 179, Met 181, Ser 182, Arg
183, Phe 189, Leu 205, Thr 207, Gly 209, Gly 215, Val 229, Met 250, lle 253, Leu 256, lle 260, Asn 262, Val 268, Asn
270, Thr 279, Met 293, Thr 294, Gly 306, Leu 308, Val 309, Leu 310, Val 313, Phe 342, Asp 345, Tyr 349, Tyr 351, Ala
356, Phe 358, Val 360, Ser 362, Asn 370, Ser 373, Phe 380, Ala 385, Cys 386, Pro 389, Gly 390, Trp 391, Arg 392,
His 393, Arg 395, Lys 397, Pro 399.

Se prefiere particularmente que el GPCR mutante sea uno que tenga al menos un 20 % de identidad de secuencia de
aminoacidos cuando se compara con la secuencia del receptor de neurotensina de rata dado, tal como se determina
usando MacVector y CLUSTALW. Preferiblemente, el GPCR mutante tiene al menos un 30 % o al menos un 40 % o
al menos un 50 % de identidad de secuencia de aminoacidos.

El receptor de neurotensina mutante puede ser un mutante de cualquier receptor de neurotensina humano siempre
que esté mutado en una o mas de las posiciones de aminoacidos, tal como se indica haciendo referencia a la secuencia
de aminoacidos del receptor de neurotensina de rata dada.

Como se describe en el Ejemplo 3 mas adelante, el reemplazo individual de los siguientes residuos de aminoacidos
en la secuencia del receptor de neurotensina de rata (como se muestra en las Figuras 11 y 28) conduce a un aumento
de la termoestabilidad cuando se considera con respecto a la ausencia de neurotensina. Leu 72, Ala 86, Ala 90, Ser
100, His 103, Ser 108, Leu 109, Leu 111, Asp 113, lle 116, Ala 120, Asp 139, Phe 147, Ala 155, Lys 176, Thr 179, Met
181, Ser 182, Phe 189, Leu 205, Thr 207, Gly 209, Gly 215, Leu 256, Asn 262, Val 268, Met 293, Asp 345, Tyr 349,
Tyr 351, Ala 356, Phe 358, Ser 362, Ala 385, Cys 386, Trp 391, Arg 392, His 393, Lys 397, Pro 399.

Como se describe en el Ejemplo 3 mas adelante, el reemplazo individual de los siguientes residuos de aminoacidos
en la secuencia del receptor de neurotensina de rata (como se muestra en las Figuras 11 y 28) conduce a un aumento
de la termoestabilidad cuando se considera con respecto a la presencia de neurotensina. Ala 69, Ala 73, Ala 86, Ala
90, His 103, Val 165, Glu 166, Ala 177, Arg 183, Gly 215, Val 229, Met 250, lle 253, lle 260, Thr 279, Thr 294, Gly 306,
Leu 308, Val 309, Leu 310, Val 313, Phe 342, Phe 358, Val 360, Ser 362, Asn 370, Ser 373, Phe 380, Ala 385, Pro
389, Gly 390, Arg 395.

Se pueden usar receptores de neurotensina humanos mutantes en los que uno o mas aminoacidos correspondientes
en el receptor parental se reemplazan por otro residuo de aminoacido.

En una realizacién, el GPCR mutante es un receptor de neurotensina mutante que tiene al menos un residuo de
aminoacido diferente en un resto estructural en el que el receptor mutante, en comparacién con su receptor parental,
tiene un aminoacido diferente en una posicién que corresponde a cualquiera de las siguientes posiciones segun la
numeracién del receptor de neurotensina de rata, tal como se establece en la Figura 11: Ala 69, Leu 72, Ala 73, Ala
86, Ala 90, Ser 100, His 103, Ser 108, Leu 109, Leu 111, Asp 113, lle 116, Ala 120, Asp 139, Phe 147, Ala 155, Val
165, Glu 166, Lys 176, Ala 177, Thr 179, Met 181, Ser 182, Arg 183, Phe 189, Leu 205, Thr 207, Gly 209, Gly 215, Val
229, Met 250, lle 253, Leu 2586, lle 260, Asn 262, Val 268, Asn 270, Thr 279, Met 293, Thr 294, Gly 306, Leu 308, Val
309, Leu 310, Val 313, Phe 342, Asp 345, Tyr 349, Tyr 351, Ala 356, Phe 358, Val 360, Ser 362, Asn 370, Ser 373,
Phe 380, Ala 385, Cys 386, Pro 389, Gly 390, Trp 391, Arg 392, His 393, Arg 395, Lys 397, Pro 399.

Para evitar dudas, el parental puede ser un receptor de neurotensina humano que tiene una secuencia de origen natural.

Por "residuo de aminoacido correspondiente" incluimos el significado del residuo de aminoacido en otro receptor de
neurotensina que se alinea con el residuo de aminoacido dado en el receptor de neurotensina de rata cuando el
receptor de neurotensina de rata y el otro receptor de neurotensina se comparan utilizando MacVector y CLUSTALW.

La Figura 11 muestra una alineacién entre el receptor de neurotensina de rata y dos receptores de neurotensina
humanos 1y 2. Se puede observar, por ejemplo, que la Ala 85 del receptor 1 de neurotensina humano corresponde a
la Ala 86 del receptor de neurotensina de rata, que la Phe 353 del receptor 1 de neurotensina humano corresponde a
la Phe 358 del receptor de neurotensina de rata, etc. Otros residuos de aminoacidos correspondientes en los
receptores de neurotensina 1y 2 humanos pueden identificarse facilmente haciendo referencia a la Figura 11.

Se prefiere que el aminoacido particular en el parental se reemplace por una Ala. Sin embargo, cuando el residuo de
aminoacido particular en el parental es una Ala, se prefiere que se reemplace por una Leu.

Se prefiere que el receptor de neurotensina mutante tenga un aminoacido diferente en comparacion con su parental
en mas de una posicién de aminoacido. Los receptores de neurotensina (NTR1) humanos particularmente preferidos
son aqguellos en los que uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos se reemplazan por otro residuo de
aminoacido: Ala 85, His 102, lle 259, Phe 337 y Phe 353. Tipicamente, el residuo de aminoacido dado se reemplaza
con Alao Val o Met o Leu o lle (a menos que ya sean ese residuo).

Se prefieren los receptores de neurotensina (NTR1) humanos mutantes que tienen combinaciones de 3 04 0 5
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mutaciones como se ha descrito anteriormente.

Los receptores de neurotensina (NTR2) humanos particularmente preferidos son aquellos en los que uno o mas de
los siguientes residuos de aminoacidos se reemplazan por otro residuo de aminoacido: V54, R69, T229, P331 y F347.
Tipicamente, el residuo de aminoacido dado se reemplaza con Ala o Val o Met o Leu o lle (a menos que ya sean ese
residuo). Se prefieren los receptores de neurotensina (NTR2) humanos mutantes que tienen combinaciones de 3 o0 4
0 5 mutaciones como se ha descrito anteriormente.

Las combinaciones de mutaciones particularmente preferidas se describen en detalle en el Ejemplo 3. Los mutantes
adecuados incluyen receptores de neurotensina mutantes en los que los aminoacidos en las posiciones correspondientes
se han reemplazado por otro aminoacido, tipicamente el mismo aminoacido como se indica en el Ejemplo 3.

Los mutantes del receptor de neurotensina particularmente preferidos son aquellos que contienen mutaciones en los
residuos de aminoacidos que corresponden al residuo de aminoacido dado por referencia al receptor de neurotensina
de rata: (F358A, A86L, 1260A, F342A) (Nag7m); (F358A, H103A, 1260A, F342A) (Nag7n).

Receptor muscarinico mutante
Los receptores muscarinicos son conocidos en la técnica. Comparten homologia de secuencia y se unen a la muscarina.

Un GPCR mutante puede ser un receptor muscarinico mutante que, cuando se compara con el correspondiente
receptor muscarinico de tipo salvaje, tiene un aminoacido diferente en una posicién que corresponde a una cualquiera
0 mas de las siguientes posiciones segun la numeracién del receptor muscarinico M1 humano tal como se establece
en la Figura 17: Leu 65, Met 145, Leu 399, lle 383 y Met 384.

Se prefiere particularmente que el GPCR mutante sea uno que tenga al menos un 20 % de identidad de secuencia de
aminoacidos cuando se compara con la secuencia del receptor muscarinico humano dada, tal como se determina
usando MacVector y CLUSTALW. Preferiblemente, el GPCR mutante tiene al menos un 30 % o al menos un 40 % o
al menos un 50 % de identidad de secuencia de aminoacidos.

El receptor muscarinico mutante puede ser un mutante de cualquier receptor muscarinico siempre que esté mutado
en una o mas de las posiciones de aminoacidos, tal como se indica haciendo referencia a la secuencia de aminoacidos
del receptor muscarinico dada.

Para evitar dudas, el parental puede ser un receptor muscarinico que tiene una secuencia de origen natural, o puede
ser una forma truncada o puede ser una fusion, ya sea con la proteina de origen natural o con un fragmento de la
misma, o puede contener mutaciones en comparacion con la secuencia de origen natural, siempre que retenga la
capacidad de unién al ligando.

Un GPCR mutante puede ser un receptor muscarinico mutante. Por ejemplo, el receptor muscarinico mutante puede
tener al menos un residuo de aminoacido diferente en un resto estructural en el que el receptor mutante en
comparacién con su receptor parental tiene un aminoacido diferente en una posicién que corresponde a cualquiera de
las siguientes posiciones segun la numeracion del receptor muscarinico humano tal como se establece en la Figura
17: Leu 65, Met 145, Leu 399, lle 383 y Met 384.

Por "residuo de aminoacido correspondiente” incluimos el significado del residuo de aminoacido en otro receptor
muscarinico que se alinea con el residuo de aminoacido dado en el receptor muscarinico humano cuando el receptor
muscarinico humano y el otro receptor muscarinico se comparan utilizando MacVector y CLUSTALW.

Se prefiere que el aminoacido particular se reemplace por una Ala. Sin embargo, cuando el residuo de aminoacido
particular es una Ala, se prefiere que se reemplace por una Leu.

Se prefiere que los GPCR mutantes usados en la invencion tengan una mayor estabilidad frente a uno cualquiera de
calor, un detergente, un agente caotropico y un pH extremo.

Se prefiere que los GPCR mutantes usados en la invencion tengan una termoestabilidad incrementada.

Se prefiere que los GPCR mutantes usados en la invencion, incluidos los receptores B-adrenérgicos, de adenosina y
neurotensina mutantes, tengan una mayor termoestabilidad en comparacién con su parental cuando estan en
presencia o ausencia de un ligando del mismo. Tipicamente, el ligando es un antagonista, un agonista completo, un
agonista parcial o un agonista inverso, ya sea ortostérico o alostérico. Como se ha discutido anteriormente, el ligando
puede ser un polipéptido, tal como un anticuerpo.

Se prefiere que los GPCR mutantes usados en la invencién, por gjemplo, un receptor B-adrenérgico mutante o un
receptor de adenosina mutante o un receptor de neurotensina mutante, sean al menos 2 °C mas estables que su
parental, preferentemente al menos 5 °C mas estables, mas preferentemente al menos 8 °C mas estables e incluso
mas preferentemente al menos 10 °C 0 15 °C o0 20 °C mas estables que su parental. Tipicamente, la termoestabilidad
de los receptores parentales y mutantes se mide en las mismas condiciones. Tipicamente, la termoestabilidad se
ensaya en una condicién en la que el GPCR reside en una conformacion particular. Tipicamente, esta condicién
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seleccionada es la presencia de un ligando que se une al GPCR.

Se prefiere que los GPCR mutantes usados en la invencién, cuando se solubilizan y purifican en un detergente
adecuado, tengan una termoestabilidad similar a la de la rodopsina bovina purificada en dodecilmaltésido. Se prefiere
particularmente que el GPCR mutante retenga al menos el 50 % de su actividad de unién al ligando después de
calentarse a 40 °C durante 30 minutos. Se prefiere ademas que el GPCR mutante retenga al menos el 50 % de su
actividad de unién al ligando después de calentarse a 55 °C durante 30 minutos.

Para evitar dudas, el GPCR mutante proporcionado en la etapa (a) del método para producir una pareja de unién de
un GPCR puede extenderse o truncarse, contener deleciones o inserciones internas o alterarse de otro modo mas alla
de la introduccién de mutaciones estabilizadoras; por ejemplo, mediante la introduccién o delecién de sitios para la
modificaciéon postraduccional, por ejemplo, glicosilacién o fosforilacion o acilacién de grasas. También puede
modificarse quimicamente de forma sintética, por ejemplo, mediante semisintesis de péptidos o reticulacion o
alquilacién. En cualquier caso, el GPCR mutante proporcionado tiene una mayor estabilidad en una conformacioén
particular en relacién con su GPCR parental.

Seleccion de parejas de unién

Se ha demostrado anteriormente que la seleccién de parejas de unién contra las proteinas de membrana es una tarea
dificil. La preparacion del antigeno puro requerido es problematica. Las proteinas de membrana a menudo se
solubilizan con detergente y se purifican como complejos proteina-detergente. El tipo y la concentracién del detergente
son cruciales para mantener la proteina en su conformacién nativa. Algunos detergentes pueden impedir que las
proteinas se unan a las superficies de plastico y poliestireno que se utilizan como soportes comunes de ELISA.
Ademas, la adsorcion a la fase solida puede provocar la desnaturalizacion parcial de la proteina.

Por el contrario, el aumento de la estabilidad de los GPCR mutantes confiere varias ventajas cuando los GPCR se
usan como inmunégenos o reactivos de seleccién para el cribado, lo que permite su uso como tales en una variedad
de contextos.

Por consiguiente, en una realizacién, el GPCR mutante puede estar en una preparacion de células completas, un
fragmento de membrana celular, solubilizado en detergente o puede incorporarse en una monocapa lipidica, una
bicapa lipidica, una particula lipidica unida a perlas, otra capa lipidica con soporte so6lido o un proteoliposoma. Se
aprecia que cuando el GPCR esta inmovilizado, las capas lipidicas pueden estar soportadas directamente como una
capa sobre la superficie del soporte sélido o pueden estar unidas como una capa o vesicula como se describe en
Cooper M. A. J Mol Recognit. 2004 jul-ago;17(4):286-315.

Los inventores reconocen que el cribado de receptores de membrana de alto rendimiento se facilita al inmovilizar las
membranas en perlas o en superficies que pueden disponerse en forma de matriz 0 multiplexarse de otro modo.
Tipicamente, las proteinas de membrana se depositan sobre una superficie junto con los lipidos en forma de
proteoliposomas. Los métodos mas comunmente empleados para la formacion de proteoliposomas comienzan con
células procariotas o eucariotas. Las proteinas de membrana pueden aislarse en una micela mixta con detergente,
disolverse en un disolvente organico o agregarse como fragmentos de membrana mediante sonicaciéon en tampén.
Una vez aisladas y purificadas, las proteinas de membrana se pueden reconstituir en vesiculas mediante: a)
reconstituciones mediadas por disolventes organicos (por ejemplo, evaporacién en fase inversa, rehidratacion de
peliculas de lipido-proteina), b) medios mecéanicos (por ejemplo, sonicacién, prensa francesa, congelacion-
descongelacién) o ¢) medios mediados por detergentes (por ejemplo, didlisis, dilucién o incorporacién directa en
vesiculas preformadas o en bicelas).

La forma solubilizada en detergente del GPCR mutante puede ser una preparacion parcialmente pura o altamente
pura. La purificacién, posibilitada por la mejora de la estabilidad y la optimizacién de las condiciones de solubilizacién,
confiere la ventaja de eliminar los antigenos y lipidos "pegajosos” extrafios y otros materiales de la superficie celular,
como los carbohidratos, a los que, por ejemplo, se pueden adherir los fagos. Esto es particularmente beneficioso
cuando el material "extrafio" esta cargado o es hidréfobo, ya que se sabe que las particulas de fagos, por ejemplo, se
adhieren a superficies hidréfobas o cargadas de forma no especifica. Ademas, ciertos anticuerpos de fagos pueden
unirse por si mismos de forma promiscua a los antigenos. Un nivel normal de pureza, segun lo evaluado por SDS-
PAGE, es del 80-95 %. Por lo tanto, preferiblemente, la forma solubilizada en detergente del GPCR mutante es al
menos un 80 % pura, o al menos un 85 % pura, y aun mas preferiblemente al menos un 90 %, o al menos un 93 %, o
al menos un 95 %, pura de otras proteinas. Como es conocido en la técnica, se pueden lograr niveles mas altos de
pureza, por ejemplo, al menos el 99 %, usando técnicas de purificacion adicionales.

Las preparaciones de receptores solubilizados se preparan tipicamente en un tampén de Tris 20 mM (pH 7,0), 0,1 M
(NH4)2SQa4, glicerol al 10 %, CHS al 0,07 %, DOM al 0,33 %, Chaps al 0,33 %, DOPC/DOPS 0,33 mM (7:3) y 1
comprimido de inhibidores de proteasas por cada 50 ml de tampén. Para los ensayos de solubilizacién, se afiaden 0,5
ml de este tampodn de solubilizacién a aproximadamente 2x108 células, y estas suspensiones celulares se sonican
usando un sonicador de sonda (pulsos de 6x 1-s) y se colocan en un oscilador a 4 °C. Después de 2 h, las soluciones
se centrifugan a 4 °C durante 20 min a 14.000 rpm usando una centrifuga de mesa. Los sobrenadantes que contienen
el receptor solubilizado se transfieren luego a tubos nuevos y se mantienen congelados a -80 °C hasta su andlisis.
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Las preparaciones de GPCR mutantes formadas a partir de fragmentos de membrana o extractos de membrana con
detergentes se revisan en detalle en Cooper M. A. J Mol Recognit. 2004 jul-ago;17(4):286-315. Son de particular
interés los métodos adaptados de Graham, J. M.; Higgins, J. A. Membrane Analysis; Springer-Verlag: Nueva York,
1997 y Dignam, J. D. Methods in Enzymology 1990, 182, 194-203. Por ejemplo, un método es el siguiente: i}
Centrifugar 500 ml de un cultivo celular adecuado (por ejemplo, CHO, Sf9) a 1.000 g durante 10 min, volver a
suspender el sedimento en aproximadamente el doble del volumen del sedimento de un tris-HCI 20 mM adecuado
enfriado con hielo, pH 8, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, PMSF 0,1 mM, 2 ug/ml de aprotinina y 10 pg/ml de leupeptina, ii)
Homogeneizar con un homogeneizador Dounce (tipo A) durante 10 ciclos y, a continuacion, centrifugar a 30.000 g
durante 20 min, iii) Resuspender el sedimento con 50 ml de tris HCI 20 mM, pH 8, MgCI 3 mM, 10 ug/ml de ADNAasa
| mas PMSF, 2 ug/ml de aprotinina y 10 ug/ml de leupeptina (solucién B} y volver a homogeneizar, iv) Centrifugar a
30.000 g durante 20 min y resuspender el sedimento en 20 ml de solucién B y volver a homogeneizar, v) Almacenar a
4 °C para su uso inmediato después de la congelacion instantanea.

El GPCR mutante puede modificarse por ingenieria para incluir una etiqueta molecular en el extremo C o el extremo
N, como es bien conocido en la técnica. La etiqueta puede ser cualquiera de una etiqueta FLAG, una etiqueta His, una
etiqueta ¢c-Myc, una etiqueta DDDDK, una etiqueta HSV, una etiqueta Halo o una etiqueta de biotina. Dichas etiquetas
se pueden usar para facilitar los protocolos de seleccién basados en fagos en solucién y también se pueden usar para
conferir la unién a un soporte sélido. Ademas, dichas etiquetas facilitaran la seleccion y el enriquecimiento de los
GPCR mutantes a partir de preparaciones impuras utilizando columnas de afinidad, filiros de afinidad, perlas
magnéticas y otros ejemplos de reactivos selectivos en soporte sélido, filtracién, centrifugacion, cromatografia de
exclusién por tamafio y dialisis, entre otros métodos.

La mayor estabilidad de los GPCR mutantes en un rango de detergentes y tampones de solubilizacion y aditivos los hace
particularmente buenos para ser inmovilizados en superficies sélidas. Por lo tanto, en una realizacién, el GPCR mutante
se inmoviliza sobre un soporte s6lido. Se conocen varios soportes en la técnica e incluyen, por ejemplo, perlas, columnas,
portaobjetos, chips o placas. La inmovilizacién puede ser mediante interaccién covalente o no covalente.

Cuando la inmovilizaciéon se produce mediante una interaccién no covalente, el soporte puede recubrirse con
cualquiera de avidina, estreptavidina, un ion metélico, un anticuerpo contra el GPCR parental o un anticuerpo contra
una etiqueta molecular unida al GPCR mutante. Por ejemplo, la etiqueta puede ser una reconocida por un anticuerpo,
tal como una etiqueta FLAG, o puede ser una etiqueta de polihistidina que permite la unién a un ion metalico, tal como
el niguel o el cobalto, como se describe, por ejemplo, en Venturi et al., Biochemica et Biophysica Acta 1610 (2003) 46-
50. Alternativamente, el GPCR mutante puede modificarse quimicamente, por ejemplo, con una etiqueta de biotina
que puede unirse a una superficie recubierta con avidina o estreptavidina. Ademas, un GPCR mutante puede
inmovilizarse mediante un anticuerpo generado contra la secuencia del receptor nativo.

Cuando la inmovilizacién es mediante una interaccién covalente, el soporte puede recubrirse con un soporte polimérico
tal como dextrano carboxilado. Por ejemplo, el GPCR mutante puede inmovilizarse covalentemente sobre una
superficie recubierta con un polimero carboxilado mediante acoplamiento de amina. Por ejemplo, la activacion mediada
por carbodiimida soluble en agua de un soporte carboximetilado, como el dextrano o el &cido hialuroénico, permite la
captura covalente directa de un GPCR mutante a través de los restos amino disponibles de la proteina para formar un
enlace amida estable. Alternativamente, los GPCR se pueden disefiar por ingenieria o derivatizar adicionalmente con
reactivos que reaccionan con sulfidrilo (por ejemplo, piridinilditioetanamina (PDEA) o éster de N-hidroxisuccinimida del
acido 3-(2-piridinilditio)propioico) (SPDP)), lo que permite la reaccién con tioles de superficie libres (por ejemplo,
residuos de Cys, Met libres nativos o con un residuo de Cys C-terminal disefiado por ingenieria) para formar un enlace
disulfuro reversible. De manera similar, se pueden formar enlaces tioéter estables usando reactivos de acoplamiento
de maleimida tales como sulfosuccinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexanocarboxilato (Sulfo-SMCC) y éster de N-(y-
maleimidobutirloxi)sulfosuccinimida (GMBS). Un soporte so6lido también puede derivatizarse con cistamina para
efectuar el acoplamiento con los GPCR activados por disulfuro. Ademas, el tratamiento con hidrazina seguido de una
aminacién reductora permite el acoplamiento con aldehidos. Los grupos aldehido pueden ser nativos del receptor o
formarse por oxidacién leve de cualesquiera cis-dioles presentes en el soporte soélido (presentes en los residuos de azucar
de los carbohidratos tales como dextrano, agarosa, sefarosa, acido hialurénico y polialginato). Ademas de lo anterior, las
superficies presentadoras de amino pueden tratarse con reactivos de union bifuncionales disponibles comercialmente
para efectuar el acoplamiento con los grupos amino o sulfhidrilo libres en el receptor, tal como se describe en (Ernst, O.
P. et al. Meth. Enzymol. 2000, 315, 471-489 y Nunomura, W.e et al. J. Biol. Chem. 2000, 275, 24540-24546).

La orientacién del GPCR mutante dependera del resultado deseado de la identificacién de la pareja de unién. Por
ejemplo, para la identificacion de moléculas pequefias o anticuerpos terapéuticos, el GPCR mutante se inmovilizara
tipicamente a través del extremo C u otro dominio intracelular para permitir que los dominios extracelulares estén
orientados hacia el exterior en el ensayo. Para identificar las parejas de union al GPCR intracelular nativas o los
agentes que interfieren con la unién al GPCR, el GPCR mutante se inmoviliza tipicamente por el extremo N o el
dominio extracelular. La inmovilizacion por el extremo N o el dominio extracelular también puede identificar moléculas
terapéuticas que se unen al dominio intracelular. Sin embargo, se apreciara que para que tales moléculas sean activas
in vivo, deben poder atravesar la membrana celular.

En una realizacion alternativa, el GPCR mutante no esté inmovilizado y, por ejemplo, esta solubilizado en detergente
0 esta presente en una preparacion de células completas. En este caso, el compuesto de ensayo (por ejemplo, una
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biblioteca de compuestos de ensayo) puede inmovilizarse sobre un soporte sélido, tal como la superficie de un chip.
En la técnica se conocen diversas técnicas para inmovilizar compuestos sobre la superficie de un chip, y se puede
utilizar cualquiera. Por ejemplo, las técnicas adecuadas incluyen la fotolitografia (Affymetrix, Santa Clara, Calif.), la
micropunciéon mecanica (Schena et al., Science (1995) vol. 270, p. 467-470; Synteni, Fremont, Calif.} y la inyeccion de
tinta (Incyte Pharmaceuticals, Palo Alto, Calif.; y Protogene, Palo Alto, Calif.). La direccién del par compuesto de
ensayo/GPCR mutante en el chip se usa para revelar la identidad del compuesto de ensayo. Otros métodos adecuados
se describen, por ejemplo, en Fang, Y. et al. Drug Discovery Today 2003, 8, 755-761, y hace referencia a Alves, |. D.
et al. Curr. Prot. & Peptide Sci. 2005, 6, 293-312.; Barry, R. et al. Proteomics 2004, 4, 3717-3726.; Besenicar, M. et al.
Chem. Phys. Lipids 2006, 141, 169-178.; Cocklin, S. et al. Prot. Sci. 2004, 13, 194-194.; Cooper, M. A. J. of Mol.
Recognit. 2004, 17, 286-315.; Fang, Y. et al. Drug Discov. Today 2003, 8, 755-761.; Ferracci, G. et al. Anal.
Biochem.2004, 334, 367-375.; Graneli, A. et al. Anal. Biochem. 2007, 367, 87-94.; Graneli, A. et al. Biosens.
Bioelectron. 2004, 20, 498-504.; Groves, J. T. Curr. Op. Drug Discov. Develop. 2002, 5, 606-612.; Groves, J. T. et al.
J. Immunol. Meth. 2003, 278, 19-32.; Harding, P. J.et al. Eur. Biophys. J. Biophys. Let. 2006, 35, 709-712.; Komolov,
K. E. et al. Anal. Chem. 20086, 78, 1228-1234.; Kuroda, K. et al. App. Psychophys. Biofeedback 2006, 31, 127-136.;
Lang, M. J.et al. Curr. Prot. Peptide Sci. 2006, 7, 335-353.; Leifert, W. R. et al. J. Biomol. Screening 2005, 10, 765-
779.; Martin-Garcia, J. et al. J. Virology 2005, 79, 6703-6713.; Minic, J. et al. Biochim. Biophys. Acta-General Subjects
2005, 1724, 324-332.; Mozsolits, H. et al. J. Peptide Sci. 2003, 9, 77-89.; Navratilova, |. et al. Anal. Biochem. 2006,
355, 132-139.; Ott, D. et al. Prot. Eng. Design & Selection 2005, 18, 153-160.; Park, P. S. H. et al. Febs Lett. 2004,
567, 344-348.; Sobek, J. et al. Combinat. Chem. & High Throughput Screening 20086, 9, 365-380.; Stenlund, P. et al.
Analytical Biochemistry 2003, 316, 243-250.; Winter, E. M. et al. Anal. Chem. 20086, 78, 174-180.; Yokogawa, M. et al.
J. Am. Chem. So. 2005, 127, 12021-12027.; Zurawski, J. A. et al. Biopolymers 2003, 71, 388-389.

En una realizacion, ni el GPCR ni el compuesto de ensayo estan inmovilizados, por ejemplo, en protocolos de seleccién
de presentacién en fagos en solucion.

La capacidad de producir cantidades de miligramos de GPCR purificados, estabilizados en una conformaciéon
particular, permite enfoques de cribado que no estarian disponibles para los GPCR nativos presentes en las
membranas biolégicas. Los ligandos de los GPCR huérfanos pueden identificarse a partir de muestras bioldgicas tales
como sangre o extractos de tejido o de bibliotecas de ligandos. De manera similar, los ligandos de los GPCR mutantes
pueden identificarse cuando los ligandos eran proteinas que interactian, tales como proteinas accesorias. También
se aprecia que los agentes terapéuticos peptidicos o proteicos pueden identificarse, al igual que los anticuerpos
especificos de conformacion. Por ejemplo, los anticuerpos preparados como se describe a continuacion podrian
evaluarse para determinar la unién al GPCR especifica de conformacion. En particular, los anticuerpos pueden
identificarse a partir de sobrenadantes obtenidos de células B tomadas de animales inmunizados, de hibridomas
obtenidos tras la inmortalizacién de células B del animal inmunizado o de bibliotecas de anticuerpos recombinantes
que pueden expresarse en particulas de fagos o mediante un sistema de expresién in vitro, tal como la presentacion
en ribosomas. Se puede determinar el mecanismo de accién de los compuestos en los que el mecanismo de accién
no se ha conocido previamente. Por ejemplo, una mezcla de GPCR que representa el "GPCRoma" o un subconjunto
del mismo podria cribarse frente a compuestos para identificar si su mecanismo de accion era mediante la unién a un
GPCR. Ademas, la invencién puede usarse como un sistema de purificacién por afinidad bioquimica en donde
compuestos particulares se purifican a partir de una mezcla de compuestos.

El compuesto de ensayo se puede proporcionar como una muestra biolégica. En particular, la muestra podria ser
cualquier muestra adecuada tomada de un individuo. Por ejemplo, la muestra puede ser una muestra de fluido tal como
sangre, suero, plasma o liquido cefalorraquideo. Alternativamente, la muestra podria ser un extracto de tejido o célula.

En una realizacion, el uno o mas compuestos de ensayo son un polipéptido. Por ejemplo, el compuesto de ensayo
puede ser un tipo particular de polipéptido que se sabe que se une a ciertos GPCR, pero en el que se desea la
identificacién de un polipéptido especifico de conformacion. Alternativamente, el polipéptido puede ser una molécula
terapéutica candidata, por ejemplo, una anticalina (Skerra J Biotechnol (2001) 74(4):257-75).

En una realizacion, el uno o0 mas compuestos de ensayo son un péptido.

En una realizacién, el uno o mas compuestos de ensayo son un aficuerpo, un peptidomimético, un acido nucleico, un
acido nucleico peptidico (PNA)} o un aptamero, o un lipido o un carbohidrato.

En una realizacion, el uno o mas compuestos de ensayo son una proteina de union basada en un marco modular,
tales como proteinas de repeticion de anquirina, proteinas de repeticion de armadillo, proteinas ricas en leucina,
proteinas de repeticion de tetratriopéptidos o proteinas de repeticion de anquirina disefiadas (DARPIn) o proteinas
basadas en dominios de lipocalina o fibronectina o andamios de afilina basados en cristalina gamma humana o
ubiquitina humana.

En una realizacién, el uno o mas compuestos de ensayo son una molécula pequefia, por ejemplo, una molécula de
menos de 5.000 daltons, o el uno 0 mas compuestos de ensayo son un producto natural.

En una realizacion, el uno o mas compuestos de ensayo son un anticuerpo. Por ejemplo, el compuesto de ensayo
puede ser un anticuerpo que se ha generado contra un GPCR mutante de un GPCR parental, en donde el GPCR
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mutante tiene una estabilidad aumentada en una conformacion particular en relacién con el GPCR parental.
Preferiblemente, el GPCR mutante es el mismo GPCR mutante que se proporciondé en la etapa (a).

Tal como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo” incluye, pero no se limita a, fragmentos Fab
policlonales, monoclonales, quiméricos, monocatenarios y fragmentos producidos por una biblioteca de expresion de
Fab. Dichos fragmentos incluyen fragmentos de anticuerpos completos que retienen su actividad de unién a una
sustancia diana, fragmentos Fv, F(ab') y F(ab')2, asi como derivados de anticuerpos modificados por ingenieria
genética, tales como anticuerpos monocatenarios (scFv), proteinas de fusion, anticuerpos de dominio (dAb) y
diacuerpos. Por ejemplo, se apreciara que la tecnologia de ADN recombinante puede usarse para producir mas
anticuerpos o moléculas quiméricas que retengan la especificidad de unién de un anticuerpo original. Dicha tecnologia
puede implicar la fusion del ADN que codifica la regién variable de la inmunoglobulina, o las regiones determinantes
de la complementariedad (CDR), de un anticuerpo con las regiones constantes, o las regiones constantes mas las
regiones marco de una inmunoglobulina diferente, como se describe, por ejemplo, en los documentos EP-A-184187,
GB 2188638A o EP-A-239400. Ademas, un hibridoma u otra célula que produce un anticuerpo puede someterse a una
mutacion genética u otros cambios que pueden o no alterar la especificidad de unién de los anticuerpos producidos. Por
lo tanto, dado que los anticuerpos pueden modificarse de varias maneras, el término "anticuerpo” debe considerarse que
abarca cualquier miembro o sustancia de unién especifica que tenga un dominio de unién con la especificidad requerida.
Por lo tanto, el término incluye fragmentos de anticuerpos, derivados, equivalentes funcionales y homélogos de
anticuerpos, incluyendo cualquier polipéptido que comprenda un dominio de unién de inmunoglobulina, ya sea natural o
total o parcialmente sintético. Por lo tanto, se incluyen moléculas quiméricas que comprenden un dominio de unién de
inmunoglobulina, o un equivalente fusionado con otro polipéptido. Ademas, los anticuerpos y fragmentos de los mismos
pueden ser anticuerpos humanos o humanizados, como es bien conocido en la técnica.

Se pueden usar diversos procedimientos conocidos en la técnica para generar anticuerpos contra un GPCR mutante,
o contra fragmentos o fusiones del mismo.

Por ejemplo, un anticuerpo contra un GPCR mutante que tenga una estabilidad aumentada en relacién con un GPCR
parental puede producirse inmunizando un linfocito con un inmunégeno del GPCR mutante, cribando los anticuerpos
asi producidos para detectar un anticuerpo que se una al GPCR y aislando el anticuerpo. Por "inmunizar un linfocito"
incluimos tanto la inmunizacién in vivo, en la que se inmuniza a un animal entero, como la inmunizacién in vitro, en la
que los linfocitos se inmunizan in vitro, por ejemplo, como se describe en el documento US 5,290,681.

Preferiblemente, el inmunégeno de un GPCR mutante es generalmente todo el GPCR mutante, pero también puede
ser parte del GPCR mutante, por ejemplo, un fragmento del GPCR mutante. Por ejemplo, la produccién de un GPCR
estabilizado puede facilitar la identificacion de una parte del GPCR que no era previamente obvia a partir de la
conformacién nativa y que se beneficiaria de un enfoque de inmunizacién dirigida. El fragmento del GPCR mutante
puede ser cualquier parte del GPCR que sea capaz de incitar una respuesta inmune, tal como una respuesta de
anticuerpos. Se sabe que los péptidos que tienen tan solo 5 aminoacidos pueden incitar una respuesta de anticuerpos,
aungue tipicamente se usan péptidos mas grandes. Por lo tanto, el fragmento del inmunégeno puede tener al menos
5 aminoacidos, tipicamente de 5 a 1.000 aminoacidos, tales como 5 a 500, 5a 200, 5a 100,5a50,5a 40,5230, 5
a 20, por ejemplo, 5, 6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 aminoacidos.

Ademaés, el inmunégeno puede ser una fusion del GPCR mutante, en donde el GPCR se fusiona con una segunda
proteina que se sabe que es inmunogénica para los linfocitos. Los ejemplos de tales proteinas inmunogénicas incluyen,
pero no se limitan a, la hemocianina de la lapa comun, la albimina sérica, la tiroglobulina bovina y el inhibidor de la
tripsina de soja. El inmunoégeno también puede incluir ademas un adyuvante para aumentar la respuesta inmunolégica
a un GPCR mutante en un mamifero in vivo. Los diversos adyuvantes utilizados para aumentar la respuesta
inmunologica incluyen, pero no se limitan a, el de Freund (completo e incompleto), los geles minerales (por ejemplo,
hidréxido de aluminio), las sustancias tensioactivas (por ejemplo, lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos,
emulsiones oleosas, dinitrofenol, etc.), los adyuvantes utilizables en seres humanos, tales como Bacilo de Calmette-
Guerin y Corynebacterium parvum, o agentes inmunoestimuladores similares. Un ejemplo adicional de un adyuvante
que puede emplearse incluye el adyuvante MPL-TDM (monofosforil Lipido A, dicorinomicolato de trehalosa sintético).
La eleccion del adyuvante puede ser importante para mantener la estructura del GPCR vy, por esta razén, se prefieren
particularmente Titremax y las emulsiones de aceite en agua, como la emulsiéon de adyuvante de Ribi. Los GPCR
mutantes estabilizados también pueden unirse entre si en una cadena principal para producir moléculas polivalentes
para aumentar aun mas la antigenicidad.

Se aprecia que el inmunégeno del GPCR mutante puede ser una variante del GPCR mutante, siempre que sea capaz
de incitar una respuesta inmune frente al GPCR mutante y no reduzca significativamente la estabilidad del GPCR
mutante. Dichas variantes incluyen polipéptidos que tienen una o mas sustituciones de aminoacidos en comparacion
con el GPCR mutante, y tantas como un 5 % de sustituciones. Tipicamente, las sustituciones son sustituciones
conservativas en las que, por ejemplo, una "variante" se refiere a una proteina en donde en una o mas posiciones se
han producido inserciones, deleciones o sustituciones de aminoacidos, conservativas o no conservativas, siempre que
dichos cambios den como resultado una proteina que todavia sea capaz de incitar una respuesta inmune contra el
GPCR mutante y no reduzca significativamente la estabilidad del GPCR mutante. Por "sustituciones conservativas" se
entienden combinaciones tales como Gly, Ala; Val, lle, Leu; Asp, Glu; Asn, Gin; Ser, Thr; Lys, Arg; y Phe, Tyr. Dichas
variantes de un GPCR mutante pueden prepararse usando métodos estandar de ingenieria de proteinas y
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mutagénesis dirigida al sitio.

Se aprecia que el inmunégeno también puede ser un polinucledtido que codifica el GPCR estabilizado o un fragmento
del mismo. Por ejemplo, el polinucledtido puede captarse en las células in vivo y expresarse en la superficie celular,
donde estimulara una respuesta inmune.

Elinmunégeno de un GPCR mutante puede proporcionarse como una preparacion de células completas, en un fragmento
de membrana celular, solubilizado en detergente, en una monocapa lipidica, en una bicapa lipidica, en una particula
lipidica unida a perlas, en una capa lipidica en un soporte s6lido o en un proteoliposoma, como se describié anteriormente.

Para la produccién de anticuerpos policlonales, se pueden inmunizar varios animales huésped adecuados (por ejemplo,
conejo, cabra, pollo, ratdn u otro mamifero) mediante una o mas inyecciones con el inmunogeno. Las moléculas de
anticuerpos policlonales dirigidas contra la proteina inmunogénica pueden aislarse del mamifero (por ejemplo, del suero
o la yema de huevo) y purificarse adicionalmente mediante técnicas bien conocidas, tales como la cromatografia de
afinidad usando proteina A o proteina G, que proporcionan principalmente la fraccién IgG del suero inmune.

Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando métodos de hibridoma, tales como los descritos por Kohler
y Milstein, Nature, 256:495 (1975). En un método de hibridoma, un ratén, un hamster u otro animal huésped apropiado
se inmuniza tipicamente con un agente inmunizante para incitar linfocitos que producen o son capaces de producir
anticuerpos que se uniran especificamente al agente inmunizante.

En general, se usan linfocitos de sangre periférica si se desean células de origen humano, o se usan células del bazo
o células de los ganglios linfaticos si se desean fuentes de mamiferos no humanos. A continuacion, los linfocitos se
fusionan con una linea celular inmortalizada utilizando un agente de fusién adecuado, tal como polietilenglicol, para
formar una célula de hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, (1986) p.
59-103). Las lineas celulares inmortalizadas son normalmente células de mamiferos transformadas, particularmente
células de mieloma de origen roedor, bovino y humano. Habitualmente, se emplean lineas celulares de mieloma de
rata o raton. Las células de hibridoma se pueden cultivar en un medio de cultivo adecuado que contiene
preferiblemente una o mas sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células inmortalizadas no
fusionadas. Por ejemplo, si las células parentales carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferasa
(HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas incluira tipicamente hipoxantina, aminopterina y timidina
("medio HAT"), sustancias que impiden el crecimiento de células deficientes en HGPRT.

Las lineas celulares inmortalizadas preferidas son aquellas que se fusionan de manera eficiente, soportan un alto nivel
de expresion estable del anticuerpo por parte de las células productoras de anticuerpos seleccionadas y son sensibles
a un medio tal como el medio HAT. Las lineas celulares inmortalizadas mas preferidas son las lineas de mieloma
murino, que se pueden obtener, por ejemplo, en el Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, Calif. y en la
American Type Culture Collection, Manassas, Va. También se han descrito lineas celulares de mieloma humano y
heteromieloma humano-ratén para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol.,
133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc.,
Nueva York, (1987) p. 51-63).

Alternativamente, los anticuerpos monoclonales pueden generarse usando el "Método de Anticuerpos de Linfocitos
Seleccionados" (SLAM), como se conoce bien en la técnica y se describe, por ejemplo, en Babcook et al. (1996) Proc.
Natl. Acad. Sci. 93:7843-7848. Brevemente, se identifica un Gnico linfocito que produce un anticuerpo con una
especificidad o funcién deseadas dentro de una gran poblacién de células linfoides. Habitualmente, las células linfoides
derivadas de una inmunizacion in vivo se criban para detectar aquellas que producen anticuerpos que se unen a
antigenos seleccionados utilizando un ensayo de placa hemolitica adaptado (Jerne y Nordin, 1963, Science, 140:405)
y la informacién genética que codifica la especificidad del anticuerpo se recupera posteriormente de ese linfocito.

Los anticuerpos monoclonales también se pueden preparar mediante métodos de ADN recombinante, tales como los
descritos en la Pat. de EE. UU. No. 4.816.567. El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales producidos contra
los GPCR mutantes con mayor estabilidad se puede aislar y secuenciar faciimente usando procedimientos
convencionales (por ejemplo, usando sondas oligonucleotidicas que son capaces de unirse especificamente a los
genes que codifican las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos murinos). Las células de hibridoma descritas
anteriormente sirven como fuente preferida de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN se puede colocar en vectores de
expresion, que luego se transfectan en células huésped tales como células COS de simio, células de ovario de hamster
chino (CHO) o células de mieloma que de otro modo no producen proteina inmunoglobulina, para obtener la sintesis
de anticuerpos monoclonales en las células huésped recombinantes. EI ADN también puede modificarse, por ejemplo,
sustituyendo la secuencia codificante por los dominios constantes de las cadenas pesada y ligera humanas en lugar
de las secuencias murinas homoélogas (Pat. de EE. UU. No. 4.816.567; Morrison, Nature 368, 812-13 (1994)) o uniendo
covalentemente a la secuencia codificante de la inmunoglobulina la totalidad o parte de la secuencia codificante de un
polipéptido que no es una inmunoglobulina. Dicho polipéptido que no es una inmunoglobulina puede sustituirse por
los dominios constantes de un anticuerpo descrito en la presente memoria, 0 puede sustituirse por los dominios
variables de un sitio de combinacién de antigenos de un anticuerpo descrito en la presente memoria para crear un
anticuerpo bivalente quimérico.
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Se apreciara que también se pueden producir anticuerpos monocatenarios especificos para los GPCR (véase, por
ejemplo, la Pat. de EE. UU. No. 4.946.778). Los fragmentos de anticuerpos que contienen los idiotipos del GPCR
mutante también pueden producirse mediante técnicas conocidas en la técnica incluyendo, pero no limitado a: (i} un
fragmento Fm2 producido por digestidon con pepsina de una molécula de anticuerpo; (i) un fragmento Fan generado
al reducir los puentes disulfuro de un fragmento Fp)2; (i) un fragmento Fap generado por el tratamiento de la molécula
de anticuerpo con papaina y un agente reductor, y (iv) fragmentos Fv. Una revision general de las técnicas implicadas
en la sintesis de fragmentos de anticuerpos que retienen sus sitios de unién especifica se encuentra en Winter y
Milstein (1991) Nature 349, 293-299.

También se pueden producir anticuerpos biespecificos. Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos monoclonales,
preferiblemente humanos o humanizados, que tienen especificidades de unién para al menos dos antigenos
diferentes. En el presente caso, una de las especificidades de unién es para un GPCR mutante. La segunda diana de
unién es cualquier otro antigeno y, ventajosamente, es una proteina o receptor de la superficie celular, incluida otro
GPCR o subunidad del receptor. Por ejemplo, los anticuerpos biespecificos serian (tiles para pares de GPCR que
pueden formar heterodimeros (Milligan). Biochim Biophys Acta. 2007 abr;1768(4):825-35.). En este caso, el anticuerpo
biespecifico puede dirigirse selectivamente a receptores heterodiméricos especificos. Los anticuerpos biespecificos
también pueden ser Utiles para los correceptores de entrada viral en los que uno de los correceptores es un GPCR,
por ejemplo, CD4 y los GPCR CCR5 o CXCR4 (Alkhatib G, Berger EA. Eur J Med Res. 2007 oct 15;12(9):375-84). Los
métodos para preparar anticuerpos biespecificos son conocidos en la técnica. Tradicionalmente, la produccién
recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la coexpresién de dos pares de cadena pesada/cadena ligera
de inmunoglobulina, donde las dos cadenas pesadas tienen diferentes especificidades (Milstein y Cuello, Nature,
305:537-539 (1983)). Debido a la variedad aleatoria de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulinas, estos
hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de diez moléculas de anticuerpos diferentes, de las cuales
solo una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta se lleva a cabo normalmente
mediante etapas de cromatografia de afinidad. Procedimientos similares se divulgan en el documento WO 93/08829,
publicado el 13 de mayo de 1993, y en Traunecker et al., 1991 EMBO J., 10:3655-3659.

Se aprecia que, en algunos casos, se prefiere el cribado de alto rendimiento de los compuestos de ensayo y que el
método puede usarse como un método de "cribado de bibliotecas"”, un término bien conocido por los expertos en la
técnica. Por lo tanto, el compuesto de ensayo puede ser una biblioteca de compuestos de ensayo. Por gjemplo, la
biblioteca puede ser una biblioteca de péptidos o proteinas producida, por ejemplo, mediante presentacién en
ribosomas o una biblioteca de anticuerpos preparada in vivo, ex vivo o in vitro. Las metodologias para preparar y cribar
dichas bibliotecas son conocidas en la técnica.

Por lo tanto, en lugar de que el compuesto de ensayo sea un anticuerpo generado contra un GPCR mutante con mayor
estabilidad en una conformacioén particular en relacién con su GPCR parental y luego ensayar su unién a ese GPCR,
el compuesto de ensayo puede ser una biblioteca de anticuerpos. Por lo tanto, otro método para generar anticuerpos
especificos para un GPCR implica cribar bibliotecas de expresién que codifican genes de inmunoglobulinas, o
porciones de los mismos, expresados en bacterias, levaduras, fagos filamentosos, ribosomas o subunidades
ribosémicas u otros sistemas de presentacién. En este método, se obtienen grandes bibliotecas de secuencias de
anticuerpos o secuencias de fragmentos de anticuerpos de diversas fuentes, tales como donantes sanos, pacientes o
animales (sanos 0 no). Estas secuencias se clonan y expresan en un sistema apropiado y los anticuerpos se
seleccionan tipicamente uniéndose a un GPCR con mayor estabilidad inmovilizado sobre una superficie sélida.

Un ejemplo particular de una biblioteca de anticuerpos es una biblioteca de anticuerpos combinatoria recombinante,
por ejemplo, una biblioteca de presentacion en fagos de scFv o Fab, preparada usando ADNc de VL y VH humanos
preparados a partir de ARNm derivado de linfocitos humanos (McCafferty et al., Nature 348:552-553 (1990)). Segun
esta técnica, los genes del dominio V del anticuerpo se clonan en marco en un gen de proteina de la cubierta principal
o menor de un bacteriéfago filamentoso, tal como M 13 o fd, y se exponen como fragmentos de anticuerpos funcionales
en la superficie de la particula del fago. Debido a que la particula filamentosa contiene una copia de ADN
monocatenario del genoma del fago, las selecciones basadas en la capacidad del anticuerpo para unirse al GPCR con
mayor estabilidad también dan como resultado la seleccion del gen que codifica el anticuerpo que presenta esas
propiedades. La presentacion en fagos se puede realizar en una variedad de formatos; para su revision, véase, por
ejemplo, Johnson, Kevin S. y Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology 3:564-571 (1993). Ademas, se
pueden encontrar ejemplos de métodos y reactivos particularmente aptos para su uso en la generacién y el cribado
de bibliotecas de presentacién de anticuerpos, por ejemplo, en Ladner et al. Pat. de EE. UU. No. 5.223.409; Kang et
al. Publicacion PCT No. WO 92/18619; Dower et al. Publicacion PCT No. WO 91/17271; Winter et al. Publicacion PCT
No. WO 92/20791; Markland et al Publicacion PCT No. WO 92/15679; Breitling et al. Publicacion PCT No. WO
93/01288; McCafferty et al. Publicacion PCT No. WO 92/01047; Garrard et al. Publicacion PCT No. WO 92/09690;
Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9:1370-1372; Hay et al. (1992) Hum Antibod Hybridomas 3:81-85; Huse et al.
(1989) Science 246:1275-1281; McCafferty et al., Nature (1990) 348:552-554; Griffiths et al. (1993) EMBO J. 12:725-
734; Hawkins et al. (1992) J. Mol Biol 226:889-896; Clackson et al. (1991) Nature 352:624-628; Gram et al. (1992)
PNAS 89:3576-3580; Garrad et al. (1991) Bio/Technology 9:1373-1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc Acid Res
19:4133-4137; y Barbas et al. (1991) PNAS 88:7978-7982.

Los métodos también pueden usarse para identificar un polinucleétido capaz de expresar una pareja de unién a un
polipéptido de un GPCR, por ejemplo, como se describioé anteriormente en relacién con los métodos de exposicion en
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fagos. Se pueden ensayar alicuotas de una biblioteca de expresion en un vector adecuado para determinar la
capacidad de dar el resultado requerido. Se apreciara que pueden requerirse varios ciclos de identificacién de grupos
de polinucledtidos que comprenden un polinucleétido que tiene la propiedad requerida y luego volver a cribar esos
polinucleétidos con el fin de identificar una sola especie de polinucleétido con la propiedad requerida.

Los métodos de cribado pueden identificar farmacos o compuestos lider para su uso en el tratamiento de una
enfermedad o afeccién. Se aprecia que se prefieren particularmente los ensayos de cribado que son capaces de
funcionar con un alto rendimiento.

Se aprecia que, en los métodos descritos en la presente memoria, que pueden ser métodos de cribado de farmacos,
un término bien conocido por los expertos en la técnica, el compuesto de ensayo puede ser un compuesto similar a
un farmaco o un compuesto lider para el desarrollo de un compuesto similar a un farmaco.

La expresion "compuesto similar a un farmaco" es bien conocida por los expertos en la técnica y puede incluir el
significado de un compuesto que tiene caracteristicas que pueden hacerlo adecuado para su uso en medicina, por
ejemplo, como ingrediente activo en un medicamento. Asi, por ejemplo, un compuesto similar a un farmaco puede ser
una molécula que puede sintetizarse mediante técnicas de quimica organica, menos preferentemente mediante
técnicas de biologia molecular o bioquimica, y es preferentemente una molécula pequefia, que puede ser de menos
de 5.000 daltons y que puede ser soluble en agua. Un compuesto similar a un farmaco puede presentar adicionalmente
caracteristicas de interaccion selectiva con una proteina o proteinas particulares y ser biodisponible y/o capaz de
penetrar las membranas celulares diana o la barrera hematoencefalica, pero se apreciara que estas caracteristicas no
son esenciales.

El término "compuesto lider" es igualmente conocido por los expertos en la técnica, y puede incluir el significado de
que el compuesto, si bien no es adecuado en si mismo para su uso como farmaco (por ejemplo, porque solo es
débilmente potente contra su diana prevista, no es selectivo en su accion, es inestable, poco soluble, dificil de sintetizar
o tiene poca biodisponibilidad) puede proporcionar un punto de partida para el disefio de otros compuestos que pueden
tener caracteristicas mas deseables.

Por lo tanto, un método puede comprender ademas modificar un compuesto de ensayo que se ha mostrado que se
une al GPCR mutante cuando reside en una conformacién particular, y determinar si el compuesto de ensayo
modificado se une al GPCR mutante cuando reside en la conformacién particular. Se apreciara que se puede
determinar ademas si el compuesto de ensayo modificado también se une al GPCR parental cuando reside en la
conformacion particular.

Se pueden usar varios métodos para determinar la unién entre un GPCR y un compuesto de ensayo incluidos, por
ejemplo, los ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), los ensayos de resonancia con plasmones
superficiales, los ensayos basados en chips, la inmunocitofluorescencia, la tecnologia de dos hibridos de levaduras y
la exposicién en fagos, que son una practica comun en la técnica y se describen, por ejemplo, en Plant et al (1995)
Analyt Biochem, 226(2), 342-348. y Sambrook et al (2001) Molecular Cloning A Laboratory Manual. Tercera Edicion.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York. Otros métodos para detectar la unién entre un
compuesto de ensayo y el GPCR incluyen la ultrafiltracién con métodos de espectroscopia de masas/HPLC por
pulverizacién idnica u otros métodos fisicos y analiticos. Se pueden usar métodos de transferencia de energia por
resonancia fluorescente (FRET), por ejemplo, bien conocidos por los expertos en la técnica, en los que la unién de
dos entidades marcadas con fluorescencia puede medirse midiendo la interaccion de las etiquetas fluorescentes
cuando estan muy cerca una de la otra.

Cuando el GPCR mutante se proporciona como una preparacion de células completas, un protoplasto de membrana
0 un proteoliposoma, se apreciara que pueden usarse técnicas biofisicas como el pinzamiento con parches, la RMN
con giro en angulo magico, la espectroscopia de correlacién de fluorescencia, la transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia y la ultracentrifugacion analitica para analizar la unién del GPCR mutante al compuesto
de ensayo (como se describe en New, R. C., Liposomes: a practical approach. 12 ed.; Oxford University Press: Oxford,
1990, y Graham, J. M.; Higgins, J. A., Membrane Analysis. Springer-Verlag: Nueva York, 1997.) Los métodos que
permiten la determinacién cuantitativa y no invasiva de la afinidad y la cinética de tales interacciones incluyen ensayos
directos que permiten la monitorizacién continua de la union membrana-proteina o, en algunos casos, mediante la
separacion ultrarrapida de los interactuantes unidos y libres, seguida de la cuantificacion del analito unido a la
membrana y libre de membrana.

Se apreciara que un compuesto de ensayo unido puede detectarse usando un (nico marcador o etiqueta asociado
con el compuesto, tal como un marcador peptidico, un marcador de acido nucleico (Kerr et al., JACS (1993) vol. 115,
p. 2529-2531; y Brenner y Lerner, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) vol. 89, p. 5381-5383), un marcador quimico
(Ohlmeyer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1993) vol. 90, p. 109222-10926; y Maclean et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA (1997) vol. 94, p. 2805-2810); un marcador fluorescente (Yamashita y Weinstock (SmithKline Beecham
Corporation), W095/32425 (1995); y Sebestyen et al., Pept. Proc. Eur. Pept. Symp. 222 1992 (1993), p. 63-64}, o una
etiqueta de radiofrecuencia (Nicolaou et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. (1995) vol. 34, p. 2289-2291; y Moran et al.,
JACS (1995) vol. 117, p. 10787-10788).
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Cuando el compuesto de ensayo es un anticuerpo contra un GPCR mutante con mayor estabilidad, producido usando
cualquiera de los métodos descritos anteriormente, la unién se ensaya preferiblemente usando inmunoprecipitaciéon o
mediante un ensayo de unién in vitro, tal como un radioinmunoensayo (RIA) o un ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA). Dichas técnicas y ensayos son conocidos en la técnica. Por ejemplo, en un ELISA, tipicamente, el
GPCR estabilizado se inmoviliza en una placa de microtitulacion u otra superficie solida. Las placas se incuban primero
con BSA u ofra proteina similar para bloquear los sitios de unién no especificos. Las muestras que contienen el
anticuerpo (tales como suero, yema de huevo o sobrenadante de cultivo celular de hibridoma) se afiaden luego a la
placa y se deja que los anticuerpos se unan al GPCR inmovilizado. Los anticuerpos unidos se detectan mediante la
adicion de un segundo anticuerpo de deteccién que se une al primer anticuerpo y permite la deteccién mediante su
conjugacién con una enzima que cataliza una reaccion que puede detectarse posteriormente. Ademas, la afinidad de
unién de los anticuerpos también se puede determinar mediante el analisis de Scatchard de Munson y Pollard, Anal.
Biochem, 107:220 (1980). Preferiblemente, se aislan anticuerpos que tienen un alto grado de especificidad y una alta
afinidad de unién por el GPCR diana.

Se apreciara que, cuando el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal derivado de un hibridoma, los clones de hibridoma
identificados como que expresan un anticuerpo especifico pueden subclonarse posteriormente mediante
procedimientos de dilucién limitante y cultivarse usando métodos estandar. Los medios de cultivo adecuados para este
proposito incluyen, por ejemplo, el medio de Eagle modificado por Dulbecco y el medio RPMI-1640. Alternativamente, las
células de hibridoma se pueden cultivar in vivo como ascites en un mamifero. Los anticuerpos monoclonales secretados
por los subclones pueden entonces aislarse o purificarse adicionalmente del medio de cultivo o del fluido ascitico mediante
procedimientos convencionales de purificacidon de inmunoglobulinas tales como, por ejemplo, proteina A-Sefarosa,
cromatografia con hidroxilapatita, electroforesis en gel, dialisis o cromatografia de afinidad.

Cuando el compuesto de ensayo es una biblioteca de anticuerpos con presentacién en fagos, la uniéon a un GPCR
estabilizado se puede evaluar de la siguiente manera. Tipicamente, el GPCR mutante con mayor estabilidad se utiliza
para recubrir los pocillos de una placa de microtitulaciéon durante la noche a 4 °C. Los pocillos se lavan en PBS y se
bloquean durante 1 hora a 37 °C en MPBS (leche en polvo al 3 % en PBS). Los fagos purificados de una biblioteca de
fagémidos, por ejemplo, que expresan un repertorio de scFv humano (10 unidades de transduccion (tu)) se bloquean
después durante 1 hora en un volumen final de 100 pul de MPBS al 3 %. Los fagos bloqueados se afiaden a los pocillos
de GPCR bloqueados y se incuban durante 1 hora. Los pocillos se lavan 5 veces con PBST (PBS que contiene Tween
20 al 0,1 % v/v) antes de lavarlos 5 veces con PBS. Las particulas de fago unidas se eluyen después y se usan para
infectar 10 ml de E. coli TG1 en crecimiento exponencial. Las células infectadas se cultivan en caldo 2TY durante 1
hora a 37 °C, luego se extienden sobre placas 2TYAG y se incuban durante la noche a 30 °C. Los cultivos de esta
primera ronda de reconocimiento y seleccion se superinfectan con fagos auxiliares y se rescatan para dar, por gjemplo,
particulas de fago que expresan el anticuerpo scFv para la segunda ronda de reconocimiento y seleccion.

Un ensayo de unién alternativo para los anticuerpos de presentacion en fagos incluye el uso de selecciones solubles
que utilizan la proteina GPCR mutante biotinilada a una concentracién final tipicamente de 100 nM. En este caso, €l
fago scFv purificado (1.012 tu) de una biblioteca de fagémidos scFv (como se describié anteriormente) se suspende
en 1 ml de MPBS al 3 % y se bloquea durante 30 minutos. A continuacion, se afiade el GPCR biotinilado y se incuba
a temperatura ambiente durante 1 hora. Los complejos fago/antigeno se afiaden posteriormente a 250 pl de perlas
magnéticas de estreptavidina Dynal M280 que se han bloqueado durante 1 hora a 37 °C en 1 ml de MPBS al 3 %, y
se incuban con las perlas durante 15 minutos mas a temperatura ambiente. Las perlas se capturan usando una rejilla
magnética y se lavan 4 veces en 1 ml de MPBS al 3 % /Tween 20 al 0,1 % (v/v), seguido de 3 lavados en PBS. Tras
el ultimo lavado con PBS, las perlas se resuspenden en 100 pl de PBS y se utilizan para infectar 5 ml de E. coli en
crecimiento exponencial. De nuevo, los cultivos de esta primera ronda de seleccién soluble se superinfectarian con
fagos auxiliares y se rescatarian para dar particulas de fago que expresan el anticuerpo scFv para una segunda ronda
de seleccioén soluble.

Se aprecia que los ensayos de cribado que son capaces de funcionar con un alto rendimiento son particularmente
preferidos para determinar la unién a un GPCR mutante, por ejemplo, los ensayos basados en chips. Los GPCR
mutantes estabilizados son particularmente adecuados para dichos ensayos, a diferencia de sus GPCR parentales,
que no son lo suficientemente estables cuando se purifican para usarse en estos formatos. En particular, la tecnologia
denominada VLSIPS™ ha permitido la produccion de chips extremadamente pequefios que contienen cientos de miles
o mas de sondas moleculares diferentes, es decir, los compuestos de ensayo. Estos chips bioldgicos tienen sondas
dispuestas en matrices, a cada sonda se le asigna una ubicacion especifica. Se han producido chips biolégicos en los
que cada ubicacion tiene una escala de, por ejemplo, diez micrémetros. Los chips se pueden usar para determinar si
las moléculas diana interactiian con alguna de las sondas del chip. Después de exponer la matriz a las moléculas
diana en las condiciones de ensayo seleccionadas, los dispositivos de escaneo pueden examinar cada ubicacion en
la matriz y determinar si una molécula diana ha interactuado con la sonda en esa ubicacion.

Un compuesto de ensayo para un GPCR mutante en la superficie de un chip puede detectarse escaneando la
superficie del chip en busca de radiactividad o fluorescencia. La direccion del par, que interactia en el chip revela la
identidad del compuesto de ensayo o, si hay una matriz de GPCR mutantes en el chip, la identidad del receptor (véase,
por ejemplo, Kuimelis et al., Addressable Protein Arrays, U.S. Ser. No. 60/080.686, 3 de abril de 1998, ahora
abandonado, y U.S. Ser. No. 09/282.734, 31 de marzo de 1999). En el (ltimo caso, la matrizde GPCR mutantes puede
usarse como método para obtener datos de selectividad sobre compuestos para diversas conformaciones del mismo
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GPCR o para varios GPCR.

Los métodos alternativos para detectar la unién de un GPCR mutante a un compuesto de ensayo, por ejemplo, ADN,
ARN, proteinas y fosfolipidos, moléculas pequefias y productos naturales incluyen ensayos de resonancia de
plasmones superficiales (SPA), por ejemplo, como se describe en Plant et al (2005) Analyt Biochem 226(2), 342-348.
El GPCR mutante, inmovilizado en una perla de SPA, puede incubarse con un Unico ligando que esta marcado, por
ejemplo, con un grupo fluorescente o el ligando puede ser un radioligando. La capacidad de un compuesto de ensayo
para unirse al GPCR mutante puede determinarse entonces mediante su capacidad para desplazar el ligando
fluorescente o el radioligando. En otro ejemplo, el GPCR mutante se inmoviliza en la superficie de un chip y la unién
de los compuestos de ensayo se detecta mediante resonancia de plasmones superficiales y técnicas relacionadas que
emplean ondas evanescentes. Los cambios en el indice de refraccion se pueden usar para determinar la cantidad de
compuesto unido, la afinidad de la interaccion y la cinética de asociacién y disociacién. Se ha descrito un ejemplo de
este enfoque para la rodopsina que se inmovilizé sobre superficies de dextrano carboxilado modificadas con grupos
alquilo largos. Tras el acoplamiento con aminas del receptor solubilizado con detergente, las micelas de mezcla de
lipido/detergente se adhirieron sobre la superficie inmovilizada. El detergente se eluyo en el flujo de tampén posterior
y el lipido remanente formé una bicapa en la superficie del chip. (Karlsson OP, Lofas S. Anal Biochem. 2002 ene
15;300(2): 132-8.

Cuando el compuesto de ensayo es un péptido o una proteina, por ejemplo, un ligando para un receptor huérfano o
una proteina que interactia, el ligando unido puede eluirse y luego identificarse mediante espectrometria de masas,
tal como la espectrometria de masas de tiempo de vuelo con desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-
TOF) o la espectrometria de masas por ionizacion por electropulverizacion (ESI-MS) (Williams C. Addona TA. Trends
Biotechnol. 2000 feb;18(2):45, Williams C Curr Opin Biotechnol. 2000 feb;11(1):42-6). El GPCR mutante puede
inmovilizarse en una columna o perla, o expresarse en forma etiquetada en una célula y copurificarse con el ligando
de dichas mezclas complejas usando reactivos dirigidos a la etiqueta o directamente al GPCR (Rigaut G, Shevchenko
A, Rutz B, Wilm M, Mann M, Séraphin B. Nat Biotechnol). 1999 oct; 17(10): 1030-2).

La capacidad de generar parejas de union especificas de conformacion de alta afinidad para los GPCR facilitara la
produccién de parejas de union de GPCR terapéuticas. Por lo tanto, se apreciara que, ademas de establecer la union
a un GPCR, también sera deseable determinar el efecto funcional de una pareja de unién sobre el GPCR.

Por consiguiente, un método puede comprender ademas determinar si la pareja de unién afecta a la funcién del GPCR
al que se une y aislar un compuesto de ensayo que afecta a la funcion del GPCR.

Por ejemplo, se puede determinar si la pareja de unién altera la unién del GPCR a su ligando. Por ligando incluimos
cualquier molécula que se une al GPCR y que hace que el GPCR resida en una conformacién particular como se ha
descrito anteriormente. Preferiblemente, el ligando es el ligando natural de ese GPCR o un analogo del mismo. La
unién de un GPCR a su ligando se puede ensayar usando métodos de union a ligandos estandar conocidos en la
técnica y, por ejemplo, como se describié anteriormente. Por ejemplo, el ligando puede estar radiomarcado o marcado
con fluorescencia. El ensayo de unién se puede realizar usando el GPCR mutante estabilizado o el GPCR parental.
Tipicamente, el GPCR estabilizado se purifica o0 se expresa en una célula tal como una célula de mamifero, bacteria
o insecto. Tipicamente, el receptor parental se expresa en una célula tal como una célula de mamifero, bacteria o
insecto. El ensayo puede llevarse a cabo en células enteras o en membranas obtenidas de las células. La pareja de
unién se caracterizara por su capacidad para alterar la unién del ligando marcado.

Una pareja de unién puede disminuir la unién entre el GPCR y su ligando. Por ejemplo, la pareja de unién puede
disminuir la unién en un factor de al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 50
veces, 100 veces, 250 veces, 500 veces o 1.000 veces. Preferiblemente, la pareja de unién reduce la unién en un
factor de entre 100-1.000 veces, tal como entre 10-100 veces.

Una pareja de union puede aumentar la unién entre el GPCR y su ligando. Por ejemplo, la pareja de unién puede
aumentar la unién en un factor de al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 50
veces, 100 veces, 250 veces, 500 veces o 1.000 veces. Preferiblemente, la pareja de unién aumenta la unién en un
factor de entre 100-1.000 veces, tal como entre 10-100 veces.

Se puede determinar si la pareja de unién modula la activacion de un GPCR.

En este ensayo, el GPCR parental o el GPCR mutante estabilizado se expresa in vivo, por ejemplo, en células de
mamiferos o insectos en las que se permite que el GPCR se acople a vias de transduccion de sefiales del GPCR bien
conocidas (Eglen R.M. Functional G protein-coupled receptor assays for primary and secondary screening. Comb
Chem High Throughput Screen. 2005 jun;8(4):311-8). Dichos ensayos incluyen: movilizacién del calcio (Gonzalez JE,
Maher MP. Cellular fluorescent indicators and voltage/ion probe reader (VIPR) tools for ion channel and receptor drug
discovery. Receptors Channels. 2002; 8(5-6):283-95, Dupriez VJ, Maes K, Le Poul E, Burgeon E, Detheux M. Aequorin-
based functional assays for G-protein-coupled receptors, ion channels, and tyrosine kinase receptors. Receptors
Channels. 2002; 8(5-6):319-30), cambios en los niveles de AMPc (Weber M, Ferrer M, Zheng W, Inglese J, Strulovici
B, Kunapuli P.A 1536-well cAMP assay for Gs- and Gi-coupled receptors using enzyme fragmentation
complementation. Assay Drug Dev Technol. 2004 feb;2(1):39-49.), activacion de las vias de quinasas (Leroy D,

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 3006 458 T3

Missotten M, Waltzinger C, Martin T, Scheer A.G protein-coupled receptor-mediated ERK1/2 phosphorylation: towards
a generic sensor of GPCR activation. J Recept Signal Transduct Res. 2007;27(1):83-97), regulacién de la transcripcion
génica, por ejemplo, mediante el uso de un gen informador (Liu B, Wu D.Analysis of the coupling of G12/13 to G
protein-coupled receptors using a luciferase reporter assay. Methods Mol Biol. 2004;237:145-9, Kent TC, Thompson
KS, Naylor LH. Development of a generic dual-reporter gene assay for screening G-protein-coupled receptors J Biomol
Screen. 2005 ago;10(5):437-46), reclutamiento de B-arrestina (Hudson CC, Oakley RH, Sjaastad MD, Loomis CR.
High-content screening of known G protein-coupled receptors by arrestin translocation Methods Enzymol. 2006;414:63-
78}, la activacion de proteinas G, tal como la medicion de la actividad de la GTPasa (Jameson EE, Roof RA, Whorton
MR, Mosberg HI, Sunahara RK, Neubig RR, Kennedy RT. Real-time detection of basal and stimulated G protein
GTPase activity using fluorescent GTP analogues. J Biol Chem. 2005 mar 4; 280(9):7712-9) o medir la unién de [¥S]
GTPgamma(y)S (Rodgers G, Hubert C, McKinzie J, Suter T, Statnick M, Emmerson P, Stancato L.Development of
displacement binding and GTPgammasS scintillation proximity assays for the identification of antagonists of the micro-
opioid receptor. Assay Drug Dev Technol. 2003 oct;1(5):627-36).

Tipicamente, se seleccionan parejas de unién que modulan la activacién del receptor.

Para las parejas de unién agonistas, la pareja de unién mimetizara tipicamente la actividad del ligando natural del
receptor y producira un aumento en la activacion del receptor, la activacion de la proteina G o la transduccién de
sefiales. Esto ocurrird en ausencia de un agonista adicional. Una pareja de unién agonista puede aumentar la
activacion del receptor en un factor de al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 50
veces, 100 veces, 250 veces, 500 veces, 1.000 veces o 10.000 veces.

Se apreciara que hay dos maneras en las que una pareja de uniéon puede aumentar la activacioén del receptor. Por
ejemplo, la pareja de uniéon puede actuar como un agonista directo, en cuyo caso la activacién del receptor se
incrementa tipicamente entre 2-1.000 veces. En otro método, la pareja de unién puede actuar para amplificar la
actividad de un agonista. Por ejemplo, la pareja de unién puede aumentar la potencia del agonista, en cuyo caso la
activacion del receptor se incrementa tipicamente entre 2-1.000 veces, tal como entre 10-100 veces, o la pareja de
unién puede aumentar la respuesta maxima producida por el agonista, en cuyo caso la activacién del receptor se
incrementa tipicamente entre 2-10 veces. Se apreciara que la activacion/amplificacion de la actividad de los receptores
que ya estan activados por el ligando enddgeno puede ser preferible a activar todos los receptores disponibles, ya que
fisiolégicamente es mas especifico y puede mitigar problemas tales como la desensibilizacion y los efectos
secundarios indeseables (Christopoulos A (2002) Nat Rev Drug Discov 1:198-210).

En el caso de parejas de unién antagonistas, la pareja de unién actuara tipicamente para bloquear la actividad del
receptor o su activacién por un agonista. La pareja de unién antagonista puede hacer esto bloqueando la unién del
agonista o bloqueando el receptor en una forma inactiva de tal manera que no puede acoplarse a las proteinas G. Una
pareja de unién antagonista puede disminuir la activacion del receptor en un factor de al menos 2 veces, 3 veces, 4
veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 50 veces, 100 veces, 250 veces, 500 veces, 1.000 veces o 10.000
veces. Tipicamente, una pareja de unién antagonista reduciria la activacién del receptor a un nivel no detectable.

Se apreciara que puede ser deseable producir un compuesto de ensayo o una combinacion de compuestos de ensayo
que se unan a mas de un GPCR. Por ejemplo, el compuesto de ensayo puede unirse a mas de un GPCR de la misma
clase de familia. La Unién Internacional de Farmacologia ha elaborado una lista de clases y familias de GPCRA (Foord
et al (2005) Pharmacol. Rev. 57, 279-288) y esta lista se actualiza periédicamente en http://www.iuphar-
db.org/GPCR/ReceptorFamiliesForward. El compuesto de ensayo puede unirse a un GPCR diana y al menos a un
GPCR adicional. El al menos un GPCR adicional puede ser un GPCR que se ha implicado en una ruta patologica, o
un GPCR que esta implicado en la misma ruta de sefializacién que el GPCR diana, por ejemplo, una ruta de
sefializacion que regula o modula una ruta patolégica. Ademas, el al menos un GPCR adicional puede ser uno que
mejore o suprima la accién de un compuesto de ensayo sobre el GPCR diana. Dicha mejora o supresion de la accion
se puede determinar usando métodos bien conocidos en la técnica incluidos los ensayos de unién y los ensayos
funcionales tal como se ha descrito, por ejemplo, anteriormente.

Por lo tanto, se puede seleccionar un compuesto de ensayo que se una a un primer y un segundo GPCR, donde el
primery el segundo GPCR pueden ser cualquier par de GPCR. Por ejemplo, el método puede usarse para seleccionar
una pareja bivalente que se una a los GPCR que forman un heterodimero, en cuyo caso la pareja bivalente podria
unirse a ambos receptores al mismo tiempo. Los ejemplos de heterodimeros de GPCR apropiados en este contexto
incluyen dopamina D1 y adenosina A1, heterodimeros de los receptores de opioides, receptores de cannabinoides
CB1 y orexina (Marshall, FH. Heterodimerization of G-protein-coupled receptors in the CNS. Curr Opin Pharmacol.
2001 feb;1(1):40-4; Kent T, McAlpine C, Sabetnia S, Presland J. G-protein-coupled receptor heterodimerization: assay
technologies to clinical significance.Curr Opin Drug Discov Devel. 2007 sep;10(5):580-9). Ademas, podria
seleccionarse una pareja de unién que se una y module la actividad de dos receptores independientes con el fin de
mejorar la actividad terapéutica. Por ejemplo, CCK1/péptidos del receptor opioide se unen tanto a CCK1 como al
receptor opioide (Garcia-Lopez MT, Gonzalez-Mufiiz R, Martin-Martinez M, Herranz R. Strategies for design of non
peptide CCK1R agonist/antagonist ligands. Curr Top Med Chem. 2007;7(12):1180-94). Otros ejemplos apropiados
incluyen un agonista beta 2 y un antagonista muscarinico combinados; un antagonista de dopamina D2 y un
antagonista de 5HT2; un antagonista de D2 y un antagonista de 5HT6; y un agonista de M1 y un antagonista de 5HT6.
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Se apreciara que mas de un GPCR proporcionado en la etapa (a) puede o no residir en la misma conformacién. Por
ejemplo, un diacuerpo o pareja de unién bivalente similar puede agonizar en un extremo de la molécula y antagonizar
en el otro extremo, en cuyo caso los GPCR no tendrian que residir en la misma conformacion.

Tipicamente, cuando se selecciona un compuesto de ensayo que se une a mas de un GPCR, el compuesto de ensayo
se une a cada GPCR con una potencia similar. Tipicamente, los valores de Ky para la unién de pareja de unién
particular a cada uno de los GPCR respectivos estan dentro de 5-10 veces entre si, tal como dentro de 2-3 veces.

Se apreciara que los métodos pueden permitir aislar combinaciones de compuestos de ensayo que se unen a uno o
mas GPCR, ya sea repitiendo el método con compuestos de ensayo individuales, proporcionando multiples
compuestos de ensayo en un ciclo del método o usando una biblioteca de compuestos de ensayo en el método.

Una pareja de unién puede ser una pareja de unién especifica de conformacién, como se describié anteriormente.

La pareja de unién puede ser cualquiera de un polipéptido; un anticalina; un péptido; un anticuerpo quimérico; un
anticuerpo monocatenario; un aptamero; una darpina; un fragmento de anticuerpo Fab, F (ab')z, Fv, scFv o dAb; una
molécula pequefia; un producto natural; un aficuerpo; un peptidomimético; un acido nucleico; una molécula de acido
nucleico peptidico; un lipido; un carbohidrato; una proteina basada en un marco modular incluyendo proteinas de
repeticién de anquirina, proteinas de repeticion de armadillo, proteinas ricas en leucina, proteinas de repeticién de
tetratriopéptidos o proteinas de repeticidn de anquirina disefiadas (DARPIn); o proteinas basadas en dominios de
lipocalina o fibronectina o andamios de afilina basados en cristalina gamma humana o ubiquitina humana.

Una pareja de unién puede ser un anticuerpo. Por ejemplo, el anticuerpo puede ser especifico para un epitopo no
contiguo en el GPCR o puede ser especifico para un epitopo contiguo en el GPCR. Preferiblemente, los epitopos
relevantes en el GPCR parental y mutante reconocidos por el anticuerpo son similares, ya sean contiguos o no
contiguos. Especificamente, los epitopos extracelulares tales como los extremos C o N o los bucles polipeptidicos del
GPCR parental y el mutante son preferiblemente similares.

Tipicamente, la pareja de unién para el GPCR mutante tiene una potencia similar a su uniéon al GPCR parental.
Tipicamente, los valores de Kq para la pareja de unién particular que se une al GPCR mutante y al GPCR parental estan
dentro de 5-10 veces entre si, tal como dentro de 2-3 veces. Tipicamente, la unién de la pareja de union al GPCR mutante
en comparacion con el GPCR parental no seria mas de 5 veces mas débil ni mas de 10 veces mas fuerte.

Tipicamente, los receptores mutantes que se han estabilizado en la conformacién seleccionada deberian unirse a la
pareja de unién seleccionada con una afinidad aproximadamente igual (es decir, tipicamente dentro de 2-3 veces) 0
una afinidad mayor que la del receptor parental. Para las parejas de unién con conformacién agonista, los mutantes
tipicamente se unen a los agonistas con la misma o mayor afinidad que el GPCR parental y tipicamente se unen a los
antagonistas con la misma o menor afinidad que el GPCR parental. De manera similar, para las parejas de unién con
conformacioén antagonista, los mutantes tipicamente se unen a los antagonistas con la misma o mayor afinidad que el
GPCR parental y tipicamente se unen a los agonistas con la misma o menor afinidad que el GPCR parental.

Se aprecia que los métodos descritos en la presente memoria pueden usarse como un biosensor para detectar
sustancias diana tales como moléculas, especialmente biomoléculas. Por ejemplo, el biosensor puede usarse para
detectar biomarcadores de enfermedades o tratamientos farmacolégicos que pueden usarse como diagnostico o
pronéstico. El GPCR mutante puede inmovilizarse en la superficie de un sensor y la unién de los compuestos puede
detectarse, por ejemplo, mediante resonancia de plasmones superficiales como se describié anteriormente. En otro
ejemplo de un biosensor, la unién del compuesto al receptor puede detectarse mediante cambios en la fluorescencia
intrinseca del triptéfano o utilizando la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia entre un donante
residente en triptéfano intrinseco y un aceptor fluorescente (Lakowicz JR 1999. Principles of fluorescence
spectroscopy, Plenum Nueva York, Martin DD, Budamagunta MS, Ryan RO, Voss JC, Oda MN. J Biol Chem. 2006 jul
21;281(29):20418-26). Alternativamente, los GPCR mutantes pueden usarse en biosensores acusticos, en donde los
GPCR mutantes se inmovilizan en sensores resonadores de cristal de cuarzo (QCRS) y la respuesta del sensor
acustico se utiliza para detectar las interacciones de unién compuesto - GPCR mutante (Cooper MA, Drug Discov
Today. 2006 dic; 11(23-24): 1068-74. Epub 2006 oct 20).

Por consiguiente, un aspecto de la invencién proporciona un biosensor que comprende un GPCR mutante de un GPCR
humano de tipo salvaje en donde el GPCR mutante tiene una termoestabilidad conformacional aumentada en una
conformacion particular en relacién con el GPCR humano de tipo salvaje, y en donde cuando una sustancia diana se
une a dicho GPCR mutante, se produce una sefial detectable.

Las preferencias por los GPCR mutantes son las definidas anteriormente con respecto al método de produccion de
una pareja de unién de un GPCR.

Preferiblemente, el biosensor esta en forma de chip o en una forma soportada en perlas, donde los GPCR mutantes
se inmovilizan en un chip o perla y se usan para detectar sustancias diana. Sin embargo, se apreciara que los GPCR
mutantes pueden proporcionarse en forma soluble, en cuyo caso el biosensor comprenderia una solucién.

La inmovilizacién de los GPCR mutantes en un soporte solido para su incorporacion en un biosensor se puede realizar
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usando métodos bien conocidos en la técnica y como se describié anteriormente con respecto al método de produccion
de una pareja de unién de un GPCR. Tipicamente, los GPCR mutantes se reconstituyen en superficies de chips
adecuadas para el analisis directo de biosensores mediante la reconstitucion de la superficie mediada por flujo
(Karlsson et al., Analytical Biochemistry 300, 132-138 (2002)). Por ejemplo, se puede lograr una rapida inmovilizacién
y reconstituciéon de los GPCR en superficies de dextrano carboxilado modificadas con grupos alquilo largos tras el
acoplamiento con aminas de un receptor solubilizado con detergente; las micelas mixtas de lipido/detergente se
adhieren a medida que se inyectan sobre la superficie inmovilizada, aprovechando las celdas de flujo integradas
presentes en muchos sistemas de biosensores. A continuacion, el detergente se puede eluir en el flujo de tampoén
posterior dejando los GPCR mutantes intactos y funcionales para su posterior cribado y analisis. Dichas preparaciones
de GPCR mutantes que contienen detergente son idealmente aptas para su uso en un biosensor basado en el flujo,
tal como un biosensor de microbalanzas de cristal de cuarzo, un biosensor de ondas evanescentes, un biosensor de
guia de ondas planas, un sensor Raman de superficie o un biosensor de resonancia de plasmén superficial. En el
ultimo caso, los receptores solubilizados se pueden capturar en un chip sensor de dextrano CM4 o CM5 de GE
Healthcare (Biacore). La matriz de dextrano del chip sensor se activa con 35 uL de N-hidroxisuccinimida 50 mM y N-
etil-N-[(dimetilamino)propil]carbodiimida 200 mM a un caudal de 5 uL/min, seguido de una inyeccién de 7 min de 0,1
mg/ml de receptor GPCR solubilizado en detergente (por ejemplo, con CHAPS 25 mM en MOPS 10 mM, pH 7,5).
Cualesquiera grupos carboxi reactivos remanentes se desactivan usando un pulso de 7 min de hidrocloruro de
etanolamina 1 M, pH 8,5. Tras la inyeccién, el chip biosensor se lava a un caudal elevado con la solucién de operacién
de resonancia de plasmones superficiales hasta que se restablezca una linea base estable (aprox. 30 min). Esta etapa
de lavado funciona como un procedimiento de didlisis de flujo y asegura la eliminacién del detergente de la superficie
del chip sensor; sin embargo, se apreciara que las partes hidréfobas del GPCR aun pueden estar unidas a algunas
moléculas de lipidos o detergentes para mantener la integridad funcional.

La sustancia diana puede ser cualquiera de un péptido, una proteina, un carbohidrato, un lipido, un ligando del GPCR,
una molécula sintética, un farmaco, un metabolito del farmaco o un biomarcador de enfermedad.

En una realizacién, la sefial detectable es cualquiera de un cambio de color; fluorescencia; evanescencia; resonancia
de plasmones superficiales; conductancia eléctrica o separacion de cargas; absorcién ultravioleta, visible o infrarroja;
luminiscencia; quimioluminiscencia; electroquimioluminiscencia; anisotropia de fluorescencia; intensidad de
fluorescencia; vida Util de la fluorescencia; polarizacion de fluorescencia; transferencia de energia de fluorescencia;
masa molecular; resonancia de espin electrénico; resonancia magnética nuclear; volumen o radio hidrodinamico;
gravedad especifica; centelleo; resistencia al efecto de campo; impedancia eléctrica; impedancia acustica;
evanescencia cuantica; dispersién resonante; apantallamiento fluorescente; espectroscopia de correlacién de
fluorescencia; carga acustica; velocidad de onda cortante acustica; fuerza de unién; o tensién interfacial.

La invencién se describira ahora con mas detalle con respecto a las siguientes Figuras y Ejemplos en donde:

Figura 1 Cambios de aminoacidos en BAR que conducen a la termoestabilidad. El cociente de estabilidad indica
el % de actividad de unién remanente de los mutantes después de calentar la muestra durante 30 min a 32 °C. Todos
los valores se normalizan a BAR34-424 (50 %, mostrado como una linea discontinua) para eliminar cualquier variabilidad
experimental entre los ensayos. Las barras muestran la estabilidad de cada mutante. Las letras en el eje x indican el
aminoacido presente en el mutante. El aminoacido original y su posicion en BARs3s-424 se indica a continuacién. Las
barras correspondientes al mismo aminoacido en BAR34-424 son del mismo color con flechas que indican las mejores
mutaciones. Los errores se calcularon a partir de mediciones duplicadas; los mejores mutantes se volvieron a ensayar
posteriormente para determinar la Tm de cada mutacion individual y para proporcionar un orden de rango preciso de
estabilidad para cada mutante (véase el Ejemplo 1).

Figura 2 Cadenas laterales de la rodopsina que se encuentran en posiciones equivalentes a las mutaciones
termoestables en BAR34.424. LOs residuos de aminoacidos equivalentes en la rodopsina a los residuos de aminoacidos
mutados en BAR34-424 Se localizaron en la estructura de la rodopsina, basandose en una alineacién entre la rodopsina,
el receptor B1 adrenérgico, el receptor de neurotensina y el receptor de adenosina A2s (datos no mostrados). Las
cadenas laterales de la misma hélice transmembrana se muestran como modelos de llenado de espacios en el mismo
color. El nombre y la posicién de los residuos de aminoacidos son los de la rodopsina.

Figura 3 Evolucién de la termoestabilidad en BAR. A partir del BAR-m10-8, las combinaciones de mutaciones
se reorganizaron sistematicamente para encontrar la combinacién 6ptima de mutaciones (véase también la Tabla 2).

Figura 4 Estabilidad de BAR-m23 y de BARz4.424 en el estado apo o que contienen el antagonista unido [*H]-DHA.
Para determinar la Tm en ausencia de ligando (estado apo, lineas discontinuas), los receptores solubilizados con
detergente se incubaron durante 30 minutos a las temperaturas indicadas antes de llevar a cabo el ensayo de unién.
Para la determinacién de la Tm de la forma unida al antagonista (lineas continuas), los receptores solubilizados con
detergente se preincubaron con [3H]-DHA, seguido de incubacién a las temperaturas indicadas. BAR-m23 (circulos) y
BAR34-424 (cuadrados). Los puntos de datos provienen de mediciones duplicadas en un experimento representativo.

Figura 5 Unién competitiva de agonistas a BAR-m23 y BARss.424. LOS ensayos de unién se realizaron en
receptores parcialmente purificados en DDM; BAR-m23 (triangulos) y BARs4.424 (cuadrados). Se us6 [*H]-DHA a una
concentracion tres veces mayor que la Kp del receptor parcialmente purificado (ver Métodos). La unién de [*H]-DHA
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se compitié con concentraciones crecientes de los agonistas, norepinefrina (a) e isoprenalina (b), o con un antagonista,
alprenolol (c). Los valores de logCEso y los correspondientes valores de CEso para los diferentes ligandos se calcularon
mediante regresion no lineal utilizando el software GraphPad Prism y el error para los logCEso fue inferior al 10 %. Las
CEso para la union del ligando a BAR34-424 y BAR-m23 son: norepinefrina, BAR3s.424 1,5 pM, BAR-m23 3,7 mM;
isoprenalina, BARgz4-424 330 nM, BAR-m23 20 uM; alprenolol, BAR 78 nM, BAR-m23 112 nM.

Figura 6 Estabilidad de BAR-m23 y BARas-424 en cinco detergentes diferentes. Las muestras de BAR34.424 (a) ¥
BAR-m23 (b) solubilizadas en DDM se purificaron parcialmente en columnas de agarosa de Ni-NTA, lo que permitié
su intercambio en varios detergentes diferentes: DDM (cuadrados), DM (triangulos), OG (triangulos invertidos), LDAO
(diamantes) y NG (circulos). El BAR es tan inestable en OG, NG y LDAO que no fue posible medir ninguna actividad
después de la purificacién a 6 °C. Los ensayos se llevaron a cabo como se describe en los Métodos y la Tm se muestra
en la interseccién entre las curvas y la linea discontinua. Los resultados provienen de mediciones duplicadas en un
experimento representativo realizado en paralelo. (c) Microfotografia de un cristal del mutante BAR-m23, que mostro
un buen orden por difraccion de rayos X.

Figura 7 Curva de termoestabilidad del BARs4424 (Tm). Los ensayos de union se realizaron usando [*H]-
dihidroalprenolol (DHA) como radioligando como se describe en "Métodos". Las muestras se calentaron durante 30
minutos a diferentes temperaturas antes del ensayo. Tm representa la temperatura a la que la unién disminuy6 hasta
el 50 %, valor mostrado como una linea discontinua. Los puntos de datos provienen de duplicados de un solo
experimento. Este experimento se ha repetido varias veces con resultados similares.

Figura 8 Ensayos de unién por saturacion de membranas de BARs4424 y BAR-m23. Los ensayos de unién se
realizaron como se describe en "Métodos" utilizando [*H]-dihidroalprenolol (DHA) como radioligando; BARa4-424 (a) ¥
BAR-m23 (b). Los graficos de Scatchard se muestran como recuadros junto con los valores correspondientes para
Bmax Y Kp. Los puntos de datos provienen de duplicados de dos experimentos independientes para cada proteina. Los
datos se analizaron mediante regresion no lineal utilizando el software Prism (GraphPad).

Figura 9 Alineacion del receptor B-adrenérgico de pavo con los receptores 1, f2 y B3 humanos.
Figura 10  Alineacion de los receptores de adenosina humanos.
Figura 11 Alineacion de los receptores de neurotensina.

Figura 12  Diagrama de flujo que muestra los dos formatos de ensayo diferentes de ligando (+) y ligando (-)
utilizados para determinar la termoestabilidad del receptor.

Figura 13 Perfil farmacolégico del receptor de adenosina A2z mutante termoestable, Rant21. Unién por
saturacion del antagonista (A) y del agonista (B) a los receptores solubilizados. (C-F) Inhibicién de la unién de
[?H]ZM241385 al aumentar las concentraciones de los antagonistas (C) XAC y (D) Teofilina, y de los agonistas (E)
NECA y (F) R-PIA; la unién de [*H]ZM241385 (10 nM) en ausencia de ligando no marcado se establecio en el 100 %.
Cada receptor solubilizado se incubé con ligandos durante una hora en hielo en un tamp6n de union (Tris 50 mM, pH
7,5 y DDM al 0,025 %) que contenia NaCl 400 mM (A, C-F). Los datos mostrados provienen de dos experimentos
independientes con cada punto de datos medido por triplicado. Los valores de Kp y Ki se muestran en la Tabla (iii).

Figura 14 Los mutantes termoestables muestran una dependencia disminuida de lipidos (A) y un aumento de la
supervivencia a una mayor concentracién de DDM (B) tras el calentamiento en comparacion con el receptor de tipo
salvaje. Los receptores se solubilizaron en DDM al 1 % (diluido en Tris 50 mM pH 7,5 y NaCl 400 mM) y se inmovilizaron
en agarosa Ni-NTA para la etapa de IMAC. El intercambio del tampén que contenia la concentracién apropiada de
DDM y/o lipidos se realizé durante los lavados y la elucién de las perlas de Ni-NTA.

Figura 15 El mapeo de las mutaciones MO0V, Y227A, A282L y F338M m23 en el receptor adrenérgico betal de
pavo en residuos homoélogos (M82, Y219, C265 y A321, respectivamente) en la estructura del receptor beta2
adrenérgico humano (Rasmussen et al (2007) Nature 15; 383-387; cddigos de acceso pdb 2R4R y 2R4S) revela su
posicion en una interfaz helicoidal y en una torsién helicoidal, respectivamente. Los residuos de aminoacidos en
posiciones equivalentes a las mutaciones termoestabilizadoras en el receptor B1 adrenérgico de pavo se muestran
como modelos de llenado de espacios etiquetados.

Figura 16 Mapeo de las mutaciones m23 en el receptor betal adrenérgico de pavo sobre residuos homélogos en
la estructura del receptor beta?2 adrenérgico humano (Cherezov et al (2007) Science, 318:1258-65; cédigo de acceso
pdb 2RH1). La traza de Ca del B2AR se muestra con el resto de fusién (lisozima T4) eliminado. Las seis mutaciones
en BAR-m23 (R68S, M0V, Y227A, A282L, F327A, F338M) son equivalentes a los residuos de aminoacidos K60, M82,
Y219, C265, L310, F321 en el B2AR humano. La Lys60 esta en el extremo intracelular de la Hélice 1 y apunta a la
interfaz lipido-agua. La Met82 esta cerca del centro de la Helice 2 y apunta al bolsillo de union del ligando; la distancia
mas cercana entre el sustrato carazolol y la cadena lateral de Met es de 5,7 A. La Tyr219 esta hacia el extremo
intracelular de la hélice 5 y esta en la interfaz hélice 5-hélice 6. La Cys265 esta al final de la regién del bucle entre las
hélices 5 y 6 y apunta hacia fuera de las regiones transmembrana. Tanto Leu310 como Phe321 estan en la hélice 7 y
ambos apuntan hacia la bicapa lipidica.
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Figura 17 Alineacion de secuencias miltiples de los receptores beta-2AR humano, NTR1 de rata, beta-1 AR de
pavo, adenosina A2aR humana y muscarinico M1 humano. En cada secuencia, las mutaciones termoestabilizadoras
se marcan con un recuadro. Las mutaciones que ocurren en dos 0 mas secuencias se indican con una estrella.

Figura 18 Mapeo de la mutacién 155A de betal AR de pavo (147 de beta2AR humano) en la estructura de beta2AR
humano (codigo de acceso pdb 2RH1). La mutacion se produce en la interfaz entre 3 hélices (H1, torsién H2, torsion
H7). Izquierda: vista lateral; derecha: vista superior.

Figura 19 Mapeo de la mutacion V89L de betalAR de pavo (V81 de beta2AR humano) en la estructura de
beta2AR humano (cédigo de acceso pdb 2RH1). La mutacion esta en la torsion de la hélice 2. Las hélices estan
numeradas y el antagonista unido se muestra como un modelo de llenado de espacio. Los residuos de aminoacidos
en posiciones equivalentes a las mutaciones termoestabilizadoras en el receptor 1 adrenérgico de pavo se muestran
como modelos de llenado de espacios y estan indicados con flechas para claridad. Izquierda: vista lateral; derecha:
vista superior.

Figura 20 Mapeo de la mutacion MO0V de betalAR de pavo (M82 de beta?2AR humano) en la estructura de
beta2AR humano (c6digo de acceso pdb 2RH1). La mutacién esta en la torsién de la hélice 2 orientada hacia el bolsillo
de union. Las hélices estan numeradas y el antagonista unido se muestra como un modelo de llenado de espacio. Los
residuos de aminoacidos en posiciones equivalentes a las mutaciones termoestabilizadoras en el receptor B1
adrenérgico de pavo se muestran como modelos de llenado de espacios y estan indicados con flechas para claridad.
Izquierda: vista lateral; derecha: vista superior.

Figura 21 Mapeo de la mutacion 1129V de betalAR de pavo (1121 de beta2AR humano) en la estructura de
beta2AR humano (cédigo de acceso pdb 2RH1). La mutacién se encuentra opuesta a una torsion en la hélice 5. Las
hélices estan numeradas y el antagonista unido se muestra como un modelo de llenado de espacio. Los residuos de
aminoacidos en posiciones equivalentes a las mutaciones termoestabilizadoras en el receptor f1 adrenérgico de pavo
se muestran como modelos de llenado de espacios y estan indicados con flechas para claridad. Izquierda: vista lateral;
derecha: vista inferior.

Figura 22 Mapeo de la mutacion F338M de betalAR de pavo (F321 de beta2AR humano) en la estructura de
beta?AR humano (coédigo de acceso pdb 2RH1). La mutacion esta en la torsién en la hélice 7. Las hélices estan
numeradas y el antagonista unido se muestra como un modelo de llenado de espacio. Los residuos de aminoacidos
en posiciones equivalentes a las mutaciones termoestabilizadoras en el receptor 1 adrenérgico de pavo se muestran
como modelos de llenado de espacios y estan indicados con flechas para claridad. Izquierda: vista lateral; derecha:
vista superior.

Figura 23 Mapeo de la mutacion Y227A de betalAR de pavo (Y219 de beta2AR humano) en la estructura de
beta?AR humano (codigo de acceso pdb 2RH1). La mutacion esta en la interfaz hélice-hélice. Las hélices estan
numeradas y el antagonista unido se muestra como un modelo de llenado de espacio. Los residuos de aminoacidos
en posiciones equivalentes a las mutaciones termoestabilizadoras en el receptor 1 adrenérgico de pavo se muestran
como modelos de llenado de espacios y estan indicados con flechas para claridad. Izquierda: vista lateral; derecha:
vista inferior.

Figura 24 Mapeo de la mutacion A282L de betalAR de pavo (C265 de beta2AR humano) en la estructura de
beta2AR humano (cédigo de acceso pdb 2RH1). La mutacioén esta en la regién del bucle. Las hélices estan numeradas
y el antagonista unido se muestra como un modelo de llenado de espacio. Los residuos de aminoacidos en posiciones
equivalentes a las mutaciones termoestabilizadoras en el receptor 1 adrenérgico de pavo se muestran como modelos
de llenado de espacios y estan indicados con flechas para claridad. Izquierda: vista lateral; derecha: vista superior.

Figura 25 Mapeo de la mutacion R68S de betalAR de pavo (K60 de beta?AR humano) en la estructura de
beta2AR humano (c6digo de acceso pdb 2RH1). La mutacién se encuentra en el limite lipido-agua, apuntando al
disolvente. Las hélices estan numeradas y el antagonista unido se muestra como un modelo de llenado de espacio.
Los residuos de aminoacidos en posiciones equivalentes a las mutaciones termoestabilizadoras en el receptor 1
adrenérgico de pavo se muestran como modelos de llenado de espacios y estan indicados con flechas para claridad.
Izquierda: vista lateral; derecha: vista superior en angulo.

Figura 26 Comparacion de las termoestabilidades de tres receptores B adrenérgicos (f1 de pavo (m}), 1 humano
(V) y B2 humano (e)) y dos receptores termoestabilizados (81-m23 de pavo (A) y f2-m23 humano (¢)). Las seis
mutaciones termoestabilizadoras en B1-m23 (R68S, MI0V, Y227A, A282L, F327A, F338M) se transfirieron todas
directamente al receptor 2 humano (K60S, M82V, Y219A, C265L, L310A, F321M), produciendo p2-m23, segin la
alineacion de la Figura 9. Los mutantes resultantes se expresaron transitoriamente en células de mamiferos, se
solubilizaron en dodecilmaltésido al 0,1 % y se ensayaron para determinar la termoestabilidad en el formato menos
ligando (calentando el estado apo, inactivando en hielo, afiadiendo 3H-DHA). Las Tm aparentes para 1 y B2-m23 de
pavo fueron de 23 °C y 45 °C respectivamente, lo que arroja un ATm de 22 °C, como se observo anteriormente en el
receptor expresado en E. coli. Las Tm para B2 y p2-m23 humanos fueron de 29 °C y 41 °C respectivamente, lo que
muestra que el receptor apo se estabilizé en 12 °C. Esto ejemplifica el principio de la transferibilidad de las mutaciones
termoestabilizadoras de un receptor a otro receptor, que en este caso son idénticas en un 59 %. El receptor 1 humano
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(Tm~12 °C) es mucho menos estable que el receptor 1 de pavo.

Figura 27 Porcentaje de identidad del receptor 1 de pavo, el receptor de adenosina humano y el receptor de
neurotensina de rata con los receptores adrenérgicos B adrenérgico humanos, los receptores de adenosina humanos
y los receptores de neurotensina humanos, respectivamente.

Figura 28 Alineacion de los receptores de neurotensina.

Figura 29 Representacion esquematica del proceso tipico de aislamiento lider para la identificacién de ligantes
scFv inhibidores.

Figura 30 Resultados de los ELISA de fagos policlonales (A) y monoclonales (B). (B) Se usaron las columnas 1-
9, filas A-H de una placa de ELISA de 96 pocillos para cribar 69 clones de fagos anti B-AR.

Figura 31 ELISA de fagos de especificidad utilizando el receptor B-adrenérgico y 3 proteinas de control no
relacionadas (CD86-CD4, Notch1-Fc y la region NRR de Notch1). Se muestran las proteinas recubiertas en dos placas
de ELISA, la placa amino (A) y la placa His (B). Los nombres de los clones de fagos beta-AR (barras rayadas) de
izquierda a derecha (C1, E2, A3, G3, C4, D4, F4, H4, D5, F5, G5, C6, D6, C7, F7, B8 y C8) provienen del cribado que
se muestra en la Figura 30. En el grafico, los clones antif-AR pegajosos se indican con sus nombres de clon sobre la
barra correspondiente. También se muestra la unién de poblaciones de fagos de control especificas a las proteinas
de control, el anti-CD86 (barras grises), el anti-N1 EGF (barras blancas) y el anti-N1 NRR (barras punteadas).

Figura 32 Se muestran los clones de anticuerpos anti-B-AR (barras blancas) y un anticuerpo de control positivo
(barra negra) y un control negativo sin anticuerpos (barra negra).

Figura 33 Dos etapas de captura del B1AR biotinilado en una celda de flujo recubierta de estreptavidina. A ~ 1.200
RU capturadas; B ~ 4.000 RU capturadas.

Figura 34 Respuestas de Biacore para el alprenolol. La concentracién més alta es de 666 nM y cada concentracion
se ensay6 tres veces en una serie de diluciones de tres veces. Las respuestas dependen de la concentracién y son
bastante reproducibles. Las lineas representan el ajuste de un modelo simple de interaccién 1:1 y los parametros
determinados a partir de este ajuste se enumeran en el recuadro (el nimero entre paréntesis es el error en el Ultimo
digito).

Figura 35 Respuestas normalizadas al alprenolol. Las respuestas se normalizan con respecto a la Rmax
determinada (a partir del ajuste) para cada curva.

Figura 36 Respuestas de Biacore para el propranolol. La concentracion mas alta es de 111 nM y cada
concentracién se ensay6 dos o tres veces en una serie de diluciones de tres veces.

Figura 37 Respuestas normalizadas al propranol. Las respuestas se normalizan con respecto a la Rmax
determinada (a partir del ajuste) para cada curva.

Figura 38 Respuestas de Biacore al alprenolol en una superficie de B1AR que tenia casi tres dias.
Figura 39 Captura de B1AR a una densidad de 8.000 RU.
Figura 40 Respuesta de Biacore a la unién del alprenolol a la superficie de 8.000 RU B1AR.

Figura 41 Respuestas de Biacore al salmeterol usando 2 superficies diferentes. El salmeterol se ensayé usando
una concentracion maxima de 1,67 um, y cada concentracion se ensay6 dos o tres veces. A. Superficie de 4.200 RU;
B. Superficie de 8.000 RU. Se observan respuestas mas grandes con la superficie de 8.000 RU.

Figura 42 Respuestas de Biacore para el salmeterol, mostradas como respuestas normalizadas. A. Superficie de
4.200 RU; B. Superficie de 8.000 RU.

Figura 43 Respuestas de Biacore al isoproterenol. El isoproterenol se ensayé usando una concentracién maxima
de 2 uM. A. Superficie 4.200 RU. B. Superficie de 8.000 RU.

Figura 44 Respuestas de Biacore para el carvedilol. A. Superficie de 5.200 RU; B. Superficie de 8.000 RU.

Figura 45 Curvas de unién competitiva a una variedad de compuestos ensayados para determinar su actividad en
el receptor de adenosina Aza estabilizado (Rant22) usando [*H]ZM241385.

Ejemplo 1: Estabilizacion conformacional del receptor -adrenérgico en forma resistente a los detergentes
Resumen

Hay mas de 500 receptores acoplados a la proteina G (GPCR) no odorantes codificados por el genoma humano,
muchos de los cuales se prevé que sean posibles dianas terapéuticas, pero solo hay una estructura disponible, la de
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la rodopsina bovina, que representa a toda la familia. Hay muchas razones para la falta de progreso en la
determinacion de la estructura del GPCR, pero planteamos la hipétesis de que mejorar la estabilidad de estos
receptores frente al detergente y, al mismo tiempo, bloquearlos en una conformacién preferida mejorara en gran
medida las posibilidades de cristalizacién. Se desarroll6 una estrategia genérica para el aislamiento de mutantes
termoestables solubilizados en detergente de un GPCR, el receptor B-adrenérgico, basada en la mutagénesis por
barrido de alanina seguida de un ensayo de estabilidad del receptor. De los 318 mutantes ensayados, 15 mostraron
un aumento mensurable de la estabilidad. Tras la optimizacién del residuo de aminoacido en el sitio de cada mutacion
inicial, se construy6 un receptor 6ptimamente estable mediante la combinacién de mutaciones especificas. El receptor
mutante mas estable, BAR-m23, contenia 6 mutaciones puntuales que condujeron a una Tm 21 °C mas alta que la
proteina nativa y, en presencia de un antagonista unido, BARm23 era tan estable como la rodopsina bovina. Ademas,
BAR-m23 era significativamente mas estable en una amplia gama de detergentes ideales para la cristalizacion y tenia
preferentemente una conformacién antagonista en ausencia de ligando.

Resultados
Seleccion de mutaciones unicas que aumentan la termoestabilidad del receptor 1 adrenérgico

El BAR de los eritrocitos de pavo es una diana ideal para los estudios estructurales porque esta bien caracterizado y
se expresa en niveles altos en las células de los insectos usando el sistema de expresién de baculovirus [10,11]. La
mejor sobreexpresion de BAR se obtiene utilizando una version truncada del receptor que contiene los residuos 34-
424 (BARas-424) [9] y esta se utilizé como punto de partida para este trabajo. La mutagénesis por barrido de alanina se
utilizé para definir los residuos de aminoacidos en PAR34.424 que, cuando mutaban, alteraban la termoestabilidad del
receptor; si habia una alanina presente en la secuencia, se mutaba en un residuo de leucina. Se realizaron un total de
318 mutaciones en los residuos de aminoacidos 37-369, una regidon que abarca los siete dominios transmembrana y
23 residuos de aminoacidos en el extremo C; no se obtuvieron mutaciones en 15 residuos de aminoacidos debido a
la fuerte estructura secundaria en el molde de ADN. Después de secuenciar cada mutante para garantizar la presencia
solo de la mutacion deseada, los receptores se expresaron funcionalmente en E. coliy se ensayaron para determinar
su estabilidad.

El ensayo de termoestabilidad se realizé en receptores solubilizados en detergente no purificados calentando los
receptores a 32 °C durante 30 minutos, inactivando la reaccién en hielo y, a continuacién, realizando un ensayo de
unién a radioligando, utilizando el antagonista [*H]-dihidroalprenolol, para determinar el nimero de moléculas de BARs4-
424 funcionales remanentes en comparacion con el control sin calentar. El calentamiento del BAR34-424 no mutado a 32
°C durante 30 min antes del ensayo redujo la unién a aproximadamente el 50 % del control sin calentar (Fig. 7); todos
los datos de los mutantes se normalizaron mediante la inclusién de BAR34-424 no mutado como control en cada ensayo
realizado. En la primera ronda de cribado, dieciocho mutantes mostraron un aumento aparente en la estabilidad,
manteniendo mas del 75 % de la unién al antagonista después del calentamiento y expresandose en E. colia al menos
el 50 % de los niveles de BARas-424 nativo. En vista de la posibilidad de aumentar ain mas la estabilidad de estos
mutantes, cada uno de los 18 residuos se muté a 2-5 residuos de aminoacidos alternativos de tamafio o carga variables
(Fig. 1). De estos 18 mutantes, 12 no mejoraron con cambios adicionales, 5 tuvieron una mejor termoestabilidad si
estaba presente otro aminoacido y una mutacioén del primer cribado resulté ser un falso positivo. Ademas, tres residuos
que no se estabilizaron tras la mutacién a alanina (V89, S151, L221) se mutaron a una variedad de otros residuos de
aminoacidos; las dos posiciones que, cuando mutaron a alanina, no afectaron a la termoestabilidad, tampoco se vieron
afectadas por otros cambios. Por el contrario, V89 mostré menos termoestabilidad cuando muté a alanina, pero la
termoestabilidad aumenté cuando se muté a Leu. Por lo tanto, el escaneo inicial de alanina arroj6 con éxito dos tercios
de los mejores residuos de aminoacidos de los ensayados para cualquier posicién dada.

La posicion y el entorno pronosticados para cada uno de los 16 residuos de aminoacidos que proporcionaron los
mejores aumentos en la termoestabilidad cuando mutaron se determinaron alineando la secuencia de BAR con la de
la rodopsina, cuya estructura se conoce (Fig. 2). Se predijo que catorce de estos residuos estarian presentes en las
hélices a transmembrana, y que cinco de los residuos estarian orientados hacia los lipidos, 4 estarian profundamente
enterrados y el resto se predijo que estaria en las interfaces entre las hélices. Se esperaria que algunos de estos
residuos interactuaran entre si en la estructura del BAR, como los aminoacidos consecutivos G67 y R68 (V63 y Q64
en la rodopsina), o los aminoacidos del grupo Y227, R229, V230 y A234 en la hélice 5 (Y223, Q225, L226 y V230 en
la rodopsina). Otros residuos de aminoacidos que podrian interactuar en el BAR fueron Q194A en el bucle externo 2
y D322A en el bucle externo 3 (G182 y P285 en la rodopsina, respectivamente).

El aumento de estabilidad que cada mutacién individual dio al BARss.424 se determiné midiendo la Tm para cada
mutante (los resultados no se muestran); en este contexto, la Tm es la temperatura que produjo una disminucion del
50 % en la unién funcional después de calentar el receptor durante 30 minutos. Cada mutacion aumenté la Tm del
BAR34-424 entre 1y 3 °C, con la excepcion de M90A e Y227A, que aumentaron la Tm en 8 °C.

Combinacion de mutaciones para crear un receptor éptimamente estable

Inicialmente, se combinaron las mutaciones que mejoraban la termoestabilidad que estaban adyacentes entre si en la
secuencia de aminoacidos primaria del BAR. Se expresaron y ensayaron las construcciones que contenian las
mutaciones G67A y R68S, o diferentes combinaciones de las mutaciones al final de la hélice 5 (Y227A, R229Q, V230A
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y A234L); los valores de Tm (resultados no mostrados) fueron solo 1-3 °C mas altos que la Tm del BAR34-424 y un
mutante era en realidad un poco menos estable, lo que sugiere que la combinacién de mutaciones adyacentes entre
si en la secuencia de aminoacidos primaria no mejora en gran medida la termoestabilidad. Posteriormente, se
combinaron las mutaciones que se preveia distantes entre si en la estructura. Las reacciones de PCR se realizaron
usando varias mezclas de cebadores para combinar hasta 5 mutaciones diferentes de manera aleatoria y luego se
ensayaron para determinar la termoestabilidad (Tabla 1). La mejor de estas combinaciones aumenté la Tm en mas de
10 °C en comparacion con la Tm del BARss424. En algunos casos, hubo un claro efecto aditivo sobre la Tm con la
incorporacion secuencial de mutaciones individuales. Esto se observa en una serie de 3 mutantes, m4-1, m4-7 y m4-
2, con la adicién de V230A a m4-1 aumentando la Tm en 2 °C y la mutacién adicional D332A en m4-7 aumentando la
Tm en 3 °C mas. Todos los mutantes que contenian Y227A y MI0A mostraron un aumento en la Tm de 10 °C o més.
Solo estas dos mutaciones juntas aumentaron la Tm del BARss424 en 13 °C (m7-5); sin embargo, la union total del
antagonista fue inferior al 50 % del BAR34-424, l0 que sugiere una alteracién de la expresién de este mutante. La adicion
de F338M a m7-5 no aument6 la termoestabilidad, pero aumenté los niveles de expresion funcional en E. coli.

Tabla 1. Combinaciones de mutaciones por PCR. Se realizaron 10 reacciones de PCR combinando diferentes pares
de cebadores que contenian las mutaciones seleccionadas. Las reacciones de PCR exitosas se muestran en la tabla.
La estabilidad de estos nuevos mutantes se ensayd como se describe en la Figura 7 y se calculd la Tm. Los resultados
se muestran como la media t S.E. de duplicados.

PCR Receptor Mutaciones Tm (°C)
BAR34-424 31,7101
4 m4-1 G67A, G98A 35,5+0,9
m4-2 G67A, G98A, V230A, D322A 40,9+0,9
m4-6 GO8A, D322A 35,0+0,2
m4-7 G67A, G98A, V230A 38,011,2
6 m6-1 Y227A, A234L, A282L, A334L 41,610,9
m6-4 R68S, Y227A, A234L, A282L 41,60,1
m6-5 R68S, A234L, A282L, A334L 41,910,5
m6-9 R68S, Y227A, A234L, A282L, A334L 43,710,4
m6-10 R68S, Y227A, A282L, A334L 47,441 1
m6-11 R68S, A282L, A334L 39,1+0,5
7 m7-1 MO0V, A282L, F338M 43,0+0,8
m7-2 M90V, A282L 38,9+0,6
m7-5 MO0V, Y227A 45,2+1,0
m7-6 MO0V, 1129V 40,0+0,6
m7-7 MO0V, Y227A, F338M 45.212.0
10 m10-4 R68S, M0V, V230A, A334L 46,911,0
m10-8 R68S, M0V, V230A, F327A, A334L 47.311.4

Los mutantes mas termoestables obtenidos, que aun se expresaban en niveles altos en E. coli, eran m6-10, m7-7 y
m10-8. Estos mutantes contenian colectivamente un total de 10 mutaciones diferentes, produciéndose 8 mutaciones
en al menos dos de los mutantes. Se realizé una segunda ronda de mutagénesis utilizando m10-8 como molde y
afiadiendo o reemplazando las mutaciones presentes en m6-10 y m7-7 (Fig. 3); algunas de estas mutaciones estaban
muy cerca en la secuencia de aminoacidos primaria de BAR vy, por lo tanto, no eran aditivas, como se indicé
anteriormente, pero muchas mutaciones mejoraron aun mas la Tm (Tabla 2). Por ejemplo, el intercambio de dos
mutaciones en m10-8, para crear m18, elevé la Tm a 49,6 °C y la adicién de A282L para hacer m23 aumenté la Tm 3
°C mas hasta 52,8 °C. Esto produjo el mutante de BAR34.424 mas termoestable hasta el momento y se denominara
BAR-m23.
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Tabla 2. Mejora de la mejor combinacién de mutaciones. Estos nuevos mutantes se obtuvieron mezclando los cambios
presentes en los mutantes m6-10, m7-7 y m10-8 mediante PCR. La estabilidad de estos nuevos mutantes se ensayo
como se describe en la Figura 7 y se calcul6 la Tm. Los resultados se muestran como la media = S.E. de duplicados.

Mutaciones Tm (°C)
m17 R68S MOV Y227A V230A - F327A A334L - 48,2+1,4
m18 R68S MOV Y227A V230A A282L F327A - F338M 49,6+0/9
m19 R68S MOV Y227A - A282L F327A - F338M 49,0+0,8
m20 R68S MOV - - - F327A A334L - 48,4+0,7
m21 R68S MOV Y227A - - F327A A334L - 47,0+1,3
m22 R68S MOV Y227A F327A A334L - 47,4+0,5
m23 R68S MOV Y227A - A282L F327A - F338M 52,8+1,4

Los ensayos de termoestabilidad utilizados para desarrollar los mutantes de BARas-424 se realizaron calentando el
receptor en ausencia del antagonista, pero es bien sabido que el ligando unido estabiliza los receptores. Por lo tanto,
los ensayos de estabilidad para BARs4-424 Yy BAR-M23 se repitieron con el antagonista unido a los receptores durante
la etapa de calentamiento (Fig. 4). Como era de esperar, la Tm del receptor que contenia el antagonista unido durante
la incubacién fue mayor que la del receptor sin antagonista. Para pAR34-424, la Tm fue 6 °C mas alta con el antagonista
unido y para BAR-m23, la Tm aument6 2 °C hasta 55 °C; el menor aumento de la termoestabilidad observado para
BAR-m23 cuando el antagonista se une sugiere que el receptor ya se encuentra en una conformacién mas estable
similar al estado de unién al antagonista que el BAR 34424 (ver también mas abajo). La Tm del BAR-m23 con antagonista
unido es muy similar a la Tm de la rodopsina en estado oscuro en dodecilmaltésido (DDM) [12], cuya estructura ha
sido resuelta por dos laboratorios independientes [13,14]. Esto sugirié que BAR-m23 es lo suficientemente estable
para la cristalizacion.

Caracterizacion de BAR-m23

Las tres actividades caracteristicas medidas para BAR-m23 y BAR34-424 para identificar el efecto de las seis mutaciones
fueron la afinidad de la unién a los antagonistas, las eficacias relativas de la unién a los agonistas y la capacidad de
BAR-m23 para acoplarse a las proteinas G. Los experimentos de unién por saturacién a membranas usando el
antagonista [3H]-dihidroalprenolol (Figura 8) mostraron que la afinidad de unién a BAR-m23 (Kp 6,5 = 0,2 nM, n = 2)
era ligeramente inferior que para BARas-424 (Kp 2,8 £ 0,1 nM, n = 2), lo que sugiere que no hay grandes perturbaciones
en la estructura de BARmM23 en la conformacién unida al antagonista. Esto concuerda con la observacién de que
ninguna de las mutaciones en BAR-m23 se corresponde con los aminoacidos que se cree que estan implicados en la
unién del ligando. A diferencia de la unién al antagonista, la eficacia de la unién al agonista de BAR-m23 es 3 6rdenes
de magnitud mas débil que para BARas-424 (Fig. 5). La potencia del agonista isoprenalina es consistentemente inferior
en BAR-m23 y BARas-424 que para el agonista nativo norepinefrina, lo que indica que es probable que la conformacién
unida al agonista de los dos receptores sea similar. Sin embargo, la gran disminucién de la eficacia del agonista en
BAR-m23 en comparacion con BARas424 indica que las 6 mutaciones en BAR-m23 han bloqueado el receptor
preferentemente en una conformacion unida al antagonista. Desde la perspectiva de la cristalizacién, esto es una
ventaja adicional para la termoestabilizacién, porque es esencial tener una poblacién de proteinas
conformacionalmente homogénea para la produccién de cristales con calidad de difraccion.

Todos los ensayos de termoestabilidad utilizados para obtener BAR-m23 se realizaron en receptores solubilizados en
DDM. El objetivo del proceso de termoestabilizacion era producir un receptor que fuera ideal para la cristalografia, lo
que significa que fuera estable en una variedad de detergentes diferentes y no solo en DDM. Por lo tanto, ensayamos
la estabilidad de BAR-m23 y BAR en una variedad de detergentes diferentes, concentrandonos en detergentes
pequefios que se utilizan preferentemente para cristalizar proteinas de membrana integrales. Se solubilizaron
membranas preparadas a partir de E. coli que expresaban BAR-m23 0 BAR34.424 en DDM, se unieron a agarosa Ni-
NTA y luego se lavaron con DDM, decilmaltésido (DM), octilglucésido (OG), 6xido de laurildimetilamina (LDAQ) o
nonilglucésido (NG). Se realizaron ensayos de estabilidad en los receptores de cada uno de los diferentes detergentes
(Fig. 6). El BAR34-424 solo fue estable en DDM y DM, sin que ningln receptor activo se eluyera de la resina lavada con
OG, NG o LDAO. Por el contrario, el BAR-m23 funcional todavia estaba presente en todos los detergentes y se pudo
determinar la Tm. Como era de esperar, los detergentes mas pequefios eran considerablemente mas
desnaturalizantes que el DDM (Tm 52 °C) o el DM (Tm 48 °C), con Tm de 25 °C (NG), 23 °C (LDAQ) y 17 °C (OG). La
diferencia de Tm entre BAR-m23 y BAR34-424 s de aproximadamente 20 °C, independientemente de si los receptores
se solubilizaron en DDM o DM; por lo tanto, no es sorprendente que no se pueda encontrar ningun BAR34.424 activo, ni
siquiera en NG, ya que la Tm prevista, seria de aproximadamente 5 °C, lo que provocaria una rapida inactivacion del
receptor en las condiciones utilizadas para la purificacion. La estrategia de seleccion utilizada para la generacién de
BAR-m23 se eligié deliberadamente para que se basara en la termoestabilidad, porque es mucho mas sencilla de
aplicar que la seleccién por motivos de estabilidad en detergentes de dureza creciente. Sin embargo, esta claro que
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el aumento de la termoestabilidad de BARs3s4.424 también condujo a un aumento de la tolerancia a los detergentes
pequefios ideales para cristalizar las proteinas integrales de la membrana.

Cristalizacion del GPCR mutante

Los intentos anteriores de cristalizar varias construcciones diferentes del receptor beta-adrenérgico de pavo
fracasaron. A pesar de experimentar con una variedad de condiciones, utilizando tanto la secuencia nativa como varias
construcciones truncadas y con bucle eliminado, durante muchos afios, no se obtuvieron cristales.

Sin embargo, una vez que las mutaciones estabilizadoras del BAR-m23 se transfirieron a las construcciones, se
obtuvieron varios cristales diferentes en diferentes detergentes y en diferentes condiciones.

Los cristales que se han estudiado mas hasta ahora se obtuvieron utilizando la construccién beta-36 purificada
(residuos de aminoacidos 34-367 del receptor beta de pavo que contiene los siguientes cambios: mutaciones
puntuales C116L y C358A; las 6 mutaciones puntuales termoestabilizadoras en m23; el reemplazo de los residuos de
aminoacidos 244-278 por la secuencia ASKRK; una etiqueta His6 C terminal) expresada en células de insectos usando
el sistema de expresién de baculovirus, tras transferir el receptor al detergente octil-tioglucésido. El precipitante usado
fue PEG600 o PEG1000 y los cristales obtenidos son placas alargadas.

También se han llevado a cabo experimentos para ver si, una vez definidas las condiciones de cristalizacion usando
el receptor estabilizado, era posible obtener cristales usando la construccion original no estabilizada. Era posible que
se pudieran haber obtenido cristales similares o quizas muy pequefios, pero, de hecho, el "tipo salvaje" (es decir, la
estructura de partida a partir de la cual comenzo la mutagénesis) nunca dio ningun cristal.

Los cristales tienen forma de placa con el grupo espacial C2 y se difractan bien, aunque las dimensiones de las celdas
varian dependiendo de las condiciones de congelacién utilizadas.

En general, una vez que se ha estabilizado un GPCR, puede someterse a una variedad de técnicas bien conocidas
para la determinacién de la estructura. La técnica mas comun para cristalizar proteinas de membrana es mediante
difusién de vapor (20, 21), normalmente utilizando inicialmente unos pocos miles de condiciones de cristalizacion
establecidas usando dispositivos robéticos comerciales (22). Sin embargo, a veces los cristales formados por difusién
de vapor son pequefios y desordenados, por lo que pueden emplearse entonces técnicas adicionales. Una técnica
implica la cocristalizacion (por difusion de vapor) de la proteina de membrana con anticuerpos que se unen
especificamente a los epitopos conformacionales de la superficie de las proteinas (23, 24); esto aumenta la superficie
hidréfila de la proteina y puede formar fuertes contactos cristalinos. Una segunda alternativa es usar una matriz de
cristalizacion diferente que comunmente se denomina fase cubica lipidica 0 mesofase lipidica (25, 26), que también
se ha desarrollado en una plataforma robética (27). Esto ha demostrado ser muy exitoso para producir cristales de
proteinas de alta calidad con solo pequefias superficies hidréfilas, por ejemplo, bacteriorrodopsina (28). Las
estructuras de las proteinas de membrana también se pueden determinar con alta resolucién mediante cristalografia
electronica (29).

La evolucién de BAR-m23 a partir de pAR34-422 mediante una combinaciéon de mutagénesis por barrido de alanina y la
seleccién de mutantes termoestables ha dado como resultado un GPCR que es ideal para la cristalografia. La Tm de
BAR-m23 es 21 °C mas alta que la de BARa3s-424 y, en presencia de un antagonista, el BAR-m23 tiene una estabilidad
similar a la de la rodopsina. El aumento de la Tm de BAR-m23 ha dado como resultado una mayor estabilidad en una
variedad de detergentes pequefios que inactivan BAR 34.424. Ademas, la estrategia de seleccion empleada dio como
resultado un receptor que se encuentra preferentemente en la conformacion unida al antagonista, lo que también
mejorara las posibilidades de obtener cristales, ya que la poblacion de conformaciones del receptor sera mas
homogénea que la del BAR 34424 de tipo salvaje. De este modo, hemos conseguido un proceso de estabilizacién
conformacional en un Unico procedimiento de seleccion.

No esta del todo claro por qué las mutaciones particulares que hemos introducido conducen a la termoestabilizacién
del receptor. Las posiciones equivalentes en la rodopsina sugieren que los residuos de aminoacidos mutados podrian
estar apuntando a la bicapa lipidica, al centro del receptor o a las interfaces entre estos dos entornos. Dadas las
dificultades para tratar de entender las complejidades de la termoestabilizacion de las proteinas solubles [15], parece
poco probable que las proteinas de membrana sean mas faciles de comprender; descubrimos que no habia ningin
patrén particular en los residuos de aminoacidos de BAR que, cuando se mutaban, condujera a la termoestabilidad.
Sin embargo, dado que casi el 5 % de los mutantes producidos eran mas estables que el receptor nativo, la
mutagénesis por barrido de alanina representa una estrategia eficaz para identificar rapidamente los mutantes
termoestables.

El procedimiento que hemos utilizado para generar BAR-m23 es igualmente aplicable a cualquier proteina de
membrana que tenga un ensayo conveniente para detectar la actividad en la forma solubilizada con detergente. Si
bien hemos seleccionado la estabilidad en funcién de la temperatura como el parametro principal mas conveniente, el
procedimiento puede ampliarse facilmente para ensayar principalmente la estabilidad, por ejemplo, en un detergente
fuerte, a un pH extremo o en presencia de sales caotrépicas. La estabilizacién conformacional de una variedad de
receptores, canales y transportadores humanos los hard mucho mas aptos para la cristalografia y también permitira
mejorar la resolucion de las proteinas de membrana que ya se han cristalizado. Es de esperar que la estabilizacion
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conformacional permitira que la cristalizacion de las proteinas de membrana se convierta en un problema mucho mas
manejable con una mayor probabilidad de éxito rapido que en la actualidad. Esto deberia permitir la cristalizacion
rutinaria de las proteinas de la membrana humana en la industria farmacéutica, lo que se traduciria en valiosos
conocimientos estructurales sobre el desarrollo de farmacos.

METODOS

Materiales. El receptor g1 adrenérgico truncado de pavo (BARss424) [9] fue proporcionado amablemente por el Dr.
Tony Warne (Laboratorio de Biologia Molecular del MRC, Cambridge, Reino Unido). Esta construccion de BAR que
codifica los residuos 34-424 contiene la mutacion C116L para mejorar la expresion [11] y una etiqueta C-terminal de
10 histidinas para la purificacion. Amersham Bioscience suministré 1-[4,6-propil-3H]-dihidroalprenolol ([2H]-DHA), la sal
de bitartrato de (+) L-norepinefrina, el hidrocloruro de (-} isoprenalina, la sal de tartrato de (-) alprenolol y el hidrocloruro
de s-propranolol procedian de Sigma.

Mutagénesis de BAR. El ADNc de BAR se ligé en pRGlII para permitir la expresion funcional de BAR en E. colicomo
proteina de fusién MalE [16]. Los mutantes se generaron mediante PCR usando el plasmido de expresién como molde
usando la metodologia QuikChange |l (Stratagene). Las reacciones de PCR se transformaron en células
ultracompetentes XL10-Gold (Stratagene) y los clones individuales se secuenciaron completamente para comprobar
que solo estaba presente la mutacién deseada. Las diferentes mutaciones se combinaron aleatoriamente mediante
PCR mediante la inclusién de todos los pares de cebadores que introdujeron las siguientes mutaciones: Mut4, G67A,
GO68A, V230A, D322A y F327A; Mutb, R068S, Y227A, A234L, A282L y A334L; Mut7, MI0V, 1129V, Y227A, A282L y
F338M; Mut10, R68S, MI0V, V230A, F327A y A334L. Las mezclas de PCR se transformaron y los clones se
secuenciaron para determinar exactamente qué mutaciones se introdujeron.

Expresion de proteinas y preparaciones de membrana. La expresién de BAR y los mutantes se realizé en células
XL10 (Stratagene). Los cultivos de 50 ml de medio 2xTY que contenia ampicilina (100 pg/ml) se cultivaron a 37 °C con
agitacién hasta una DOeoo= 3 y luego se indujeron con IPTG 0,4 mM. Los cultivos inducidos se incubaron a 25 °C
durante 4 h y luego las células se recogieron mediante centrifugacién a 13.000 xg durante 1 min (alicuotas de 2 ml) y
se almacenaron a -20 °C. Para los ensayos, las células se rompieron mediante congelacién-descongelacién (cinco
ciclos) y se resuspendieron en 500 pl de tampén [Tris 20 mM, pH 8, NaCl 0,4 M, EDTA 1 mM e inhibidores de proteasas
(Complete™, Roche)]. Tras una incubacién durante 1 h a 4 °C con 100 pg/ml de lisozima y ADNasa | (Sigma), las
muestras se solubilizaron con DDM al 2 % en hielo durante 30 minutos. El material insoluble se retir6 por centrifugacion
(15.000 x g, 2 min, 4 °C) y el sobrenadante se us6 directamente en los ensayos de unién de radioligandos.

Para preparaciones de membranas a gran escala, se cultivaron 2 L y 6 L de cultivo de E. coli de BAR y Mut23,
respectivamente, como se describid anteriormente. Las células se recolectaron mediante centrifugacién a 5.000 xg
durante 20 min, se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C. Los sedimentos se resuspendieron en
10 ml de Tris 20 mM, pH 7,5, que contenia 1x céctel de inhibidores de proteasas (Complete™ libre de EDTA, Roche);
se afiadié 1 mg de ADNasa | (Sigma) y el volumen final se llevé a 100 ml. Las células se rompieron mediante una
prensa francesa (2 pases, 20.000 psi) y se centrifugaron a 12.000 xg durante 45 minutos a 4 °C para eliminar los
restos celulares. El sobrenadante (membranas) se centrifugd a 200.000 x g durante 30 min a 4 °C; el sedimento de
las membranas se resuspendié en 15 ml de Tris 20 mM, pH 7,5, y se almacené en alicuotas de 1 ml a -80 °C tras la
congelacion instantanea en nitrégeno liquido. La concentracién de proteina se determiné mediante el método del negro
amido [17]. Estas muestras se usaron en ensayos de unién de radioligandos después de descongelarse y solubilizarse
en DDM al 2 % como anteriormente.

Para los ensayos de competicién, asi como para ensayar diferentes detergentes, el BAR solubilizado en DDM se
purificé parcialmente con agarosa Ni-NTA (Qiagen). Se afiadieron 200 pl de agarosa Ni-NTA a 2 ml de muestras
solubilizadas (10 mg/ml de proteina de membrana) en Tris 20 mM a pH 8, NaCl 0,4 M, imidazol 20 mM pH 8 y se
incubaron durante 1 h a 4 °C. Tras la incubacién, las muestras se centrifugaron a 13.000 x g durante 30 seg y se
lavaron dos veces con 250 pl de tampon (Tris 20 mM, pH 8, NaCl 0,4 M, imidazol 20 mM) que contenia detergente
(bien DDM al 0,1 %, DM al 0,1 %, LDAO al 0,3 %, NG al 0,7 % u OG al 0,7 %).

Los receptores se eluyeron en 2 x 100 pl de tampoén (NaCl 0,4 M, EDTA 1 mM, imidazol 250 mM pH 8, mas el
detergente relevante). La Kp para la unién del [°H]-DHA a BARs4424 y BAR-m23 semipurificados fue, respectivamente,
de 3,7 nMy 12,5 nM, y la concentracion final de [3H]-DHA utilizada en los ensayos de competicién fue 3 veces mayor
que la Kp, es decir, 12 nM para BARazs-424 y 40 nM para BAR-m23.

Ensayos de union de radioligandos y termoestabilidad. Los ensayos de unién puntual contenian Tris 20 mM pH
8, NaCl 0,4 M, EDTA 1 mM, DDM al 0,1 % (o el detergente correspondiente) con [*H]-DHA 50 nM y 20-100 pg de
proteina de membrana en un volumen final de 120 pl; el equilibrio se realizé durante 1 h a 4 °C. La termoestabilidad
se evalud incubando la mezcla de ensayo de unidn, con o sin [®H]-DHA a la temperatura especificada durante 30
minutos; las reacciones se colocaron en hielo y se afiadid [*H]-DHA seguln fuera necesario y se equilibraron durante
una hora mas. Los radioligandos libres y unidos al receptor se separaron mediante filtracién en gel como se describid
anteriormente [18]. La unién no especifica se determiné en presencia de 1 uM de s-propranolol. Las curvas de
saturacion se obtuvieron usando un intervalo de concentracién de [*H]-DHA de 0,4 nM a 100 nM. Los ensayos de
competicién se realizaron utilizando una concentracién de [3H]-DHA de 12 nM para BAR3s4.424 y 40 nM para BAR-m23
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(es decir, tres veces la Kp) y varias concentraciones de ligandos no marcados (0-100 mM). La radiactividad se conté
en un contador de centelleo liquido Beckman LS6000 y los datos se analizaron mediante regresion no lineal utilizando
el software Prism (GraphPad).

Ubicacion de las mutaciones termoestables de BAR-m23 en la estructura de la rodopsina. El archivo pdb para
la estructura de la rodopsina, codigo de acceso 1GZM [14], se descargd del sitio web de Protein Data Bank
(www.pdb.org) y se mostré en el programa PyMOLX11Hybrid (DeLano Scientific). Los residuos de aminoacidos
equivalentes en la rodopsina para las mutaciones termoestables en BAR se localizaron en la estructura de la rodopsina
basandose en una alineacién entre los cuatro GPCR con los que estamos mas familiarizados, a saber, la rodopsina,
el receptor B1 adrenérgico, el receptor de neurotensina y el receptor de adenosina A2z [19].

Ejemplo 2: Mutantes del receptor de adenosina Aza (A2aR) con mayor termoestabilidad
1. 315 mutantes dirigidos a sitio preparados entre los residuos 2-316 de A2aR.

2. Se ha ensayado la termoestabilidad de todos estos mutantes usando un ensayo que mide la unién del agonista
y el antagonista después de la etapa de calentamiento (formato de ligando(-) como se describe en la Figura 12).

a. 26 mutantes mostraron una termoestabilidad mejorada cuando se midieron con *H-NECA (agonista): G114
A, G118A, L167A, A184L, R199A, A203L, L208A, Q210A, S213A, E219A, R220A, S223A, T224A, Q226A,
K227A, H230A, L241A, P260A, S263A, L267A, L272A, T279A, N284A, Q311A, P313A, K315A.

b. 18 mutantes mostraron una termoestabilidad mejorada cuando se ensayaron con 3H-ZM241385
(antagonista): A54L, V57A, H75A, T88A, G114A, G118A, T119A, K122A, G123A, P149A, E151A, G152A,
A203L, A204L, A231L, L235A, V239A.

3. Las mutaciones se han combinado para generar mutantes en una supuesta conformacién antagonista. El A2aR
de tipo silvestre tiene una Tm de 31 °C con ZM241385 unido.

a. Rant17 A54L+K122A+L235A Tm 48 °C (unido a ZM241385)
b. Rant19 A54L,T88A,V239A+A204L Tm 47 °C (unido a ZM241385)
c. Rant21 A54L,T88A,V239A+K122A Tm 49 °C (unido a ZM241385)

4. Las mutaciones del cribado agonista se han combinado, pero solo han dado lugar a un nivel muy bajo de mejora
de la Tm de +2 °C.

Tabla (i). Lista de mutaciones estabilizadoras de A2aR. Los mutantes se expresaron en E. coli, se solubilizaron en
DDM al 2 % + glicerol al 10 % y se ensayaron para determinar la unioén al ligando, utilizando el agonista [3H]-NECA
(derecha) y el antagonista [*H]-ZM241385 (izquierda). Las concentraciones de radioligandos estaban entre 6-10 veces
por encima de su Kp medida para el receptor de tipo salvaje. La expresion del receptor activo se evalué mediante la
unién del ligando a 4 °C. La estabilidad se ensay6 calentando el receptor solubilizado en su estado apo a 30 °C durante
30 minutos y luego midiendo la actividad de unién residual. En estas condiciones, la actividad de tipo salvaje decae
hasta el 50 % (S.D. = 15 %). Los datos obtenidos para la expresion y la estabilidad se normalizaron con respecto a los
valores de tipo salvaje. Las mutaciones incluidas en las rondas posteriores de mutagénesis fueron aquellas cuya
expresion fue = 30-40 % y estabilidad = 130-140 % en comparacion con el tipo salvaje. Las lineas en negrita indican
un grupo de mutaciones.
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Agonista Antagonista
Mutacion Expresion Eslabiidad Mufacidon  Expresion Estabilidad
(%0} {%} {843 {%%)
L wo oo e 0o e
S090A 151 151 AQBAL at 140
Giida | 82 143 VOSTA 44 144
G184 71 151 HOTEA 82 152
LiB87TA 41 174 TOBRA a7 230
A184L 140 150 G114A | 73 153
R192A 73 202 G118A | 84 148
T 5 Ty G e
L2084 278 215 K1224 Sz 153
YT P e S sm ................... T
32134 40 140 P1404 | :
E219A ). 98 ...221 P EISIA |8
R2204 84 280 | OT83A | 0 156
SEIIA By 1A AZG3L 111 132
T224A 142 276 | A4l | 40 181
Q22684 18 217 A231L | 80 148
KA 87 222 L2354 | 85 140
H230A  sT 154 {veseA | @1 B4
L2atA 139 155
F260A 70 189
52634 £4 158
LIBTA 40 187

Tabla (ii). Estabilidad de las mejores combinaciones. Los receptores se solubilizaron en DDM al 1 % (sin glicerol).
Se obtuvo un perfil de fusién calentando el receptor solubilizado a diferentes temperaturas en ausencia (estado apo)
o presencia de ligando (estado ocupado por el ligando). Los datos mostrados son representativos de al menos tres
experimentos independientes. La S.D. es < 1 °C.

Tm (°C) Tm (°C)
- + - +
agonista agonista antagonista antagonista

Wit 21 29  wt 31 32
Rag 1 Rant 5
(A184L/R199A/L272A) 26 34 (AB4L/TBBA/V239A) 42 46
Rag 23 Rant 21
(Rag 1+F79A /L208A) 22 38 (Rant5+K122A) 41 49

Tabla (iii). Resumen de los resultados de los ensayos de competicion del A2aR de tipo salvaje solubilizado
con detergente y del mutante termoestable Rant 21. Los valores son representativos de dos experimentos
independientes. Cada punto de datos se ensay6 por triplicado y se representd graficamente como media + SD. Cada
receptor solubilizado se incubd con ligandos durante una hora en hielo en un tampén de uniéon (Tris 50 mM, pH 7,5y
DDM al 0,025 %) que contenia NaCl 400 mM. La union de [*H]ZM241385 (10 nM) en ausencia de ligando no marcado
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se establecio en el 100 %. Los datos mostrados provienen de dos experimentos independientes con cada punto de
datos medido por triplicado. La incubacién de las muestras con ligandos se realizé durante 1 hora en hielo con
[®H]ZM241385 a una concentracion de 10 nM. Los valores de Ki se calcularon segiin la ecuacion de Cheng y Prusoff
utilizando la ecuacién de regresion no lineal del software Prism, aplicando una Kp para [*H]ZM241385 de 12 nM para
el tipo salvaje y 15 nM para Rant 21. Rant 21 no se unié a NECA lo suficiente como para una determinacién precisa
de K; (por lo tanto, se indica como >1 x 10'"). La afinidad de Rant21 por la unién agonista se debilita 232 veces para
R-PIA y al menos 1.900 veces para NECA.

Ki (M)
Competidor

wt Rant 21
XAC 2,3x10°% 2,3x10°%
Teofilina 1,5x103 0,9x 103
NECA 7,0x10® >1x 10"
R-PIA 1,6 x 105 3,6 x103

Tabla (iv). Resumen de los resultados de los ensayos de saturacion del A2aR de tipo salvaje solubilizado con
detergente y de los mutantes termoestables. Los valores son representativos de tres experimentos independientes.
Cada punto de datos se ensay6 por triplicado y se represent6 graficamente como media + SD. Los datos se ajustaron
a la ecuacion de Michaelis-Menten utilizando la ecuacién de regresién no lineal del software Prism.

Kb (nM)
Receptor [PHINECA [?H]ZM241385
(agonista) (antagonista)
wt 32 +1 1243
Rag 1 26 +£0.4 26 +0,5
Rag 23 21 £1 62 + 1
Rant 21 >450 1543

Tabla (v). Resumen de la estabilidad de los receptores de tipo salvaje y mutantes en diferentes detergentes.
La solubilizacién de los receptores y el intercambio de detergente se realizaron durante la etapa de IMAC. La S.D. es
< 1 °C. No fue posible determinar la Tm para algunas combinaciones de receptor-detergente porque el receptor era
demasiado inestable ().

Tm (°C)
Union a agonistas Union a antagonistas
wt Rag 23 wt Rant 21
DDM al 0,01 % 27 34 25 39
DM al 0,1 % 23 29 10 28
NM al 0,3 % 22 28 <4 25
NG al 0,3 % 1 1 1 22
OG al 0,6 % <9 16 1 23
LDAO al 0,003 % 28 38 32 42
FC12 al 0,006 % 37 39 43 49

Ejemplo 3: Mutantes del receptor de neurotensina (NTR) con mayor termoestabilidad
1. Se han producido 340 mutantes dirigidos a sitio entre los residuos 61-400 de NTR.

2. Inicialmente, se ensay0 la termoestabilidad de todos estos mutantes usando un ensayo que media la unién de la
SH-neurotensina (agonista) después de la etapa de calentamiento. 24 mutaciones condujeron a un aumento
pequefio, pero significativo, de la termoestabilidad: A356L, H103A, D345A, A86L, A385L, Y349A, C386A, K397A,
H393A, [116A, F358A, S108A, M181A, R392A, D113A, G209A, L205A, L72A, A120L, P399A, Y351A, V268A,
T207A, A155L, S362A, F189A, N262A, L109A, W391A, T179A, S182A, M293A, L256A, F147A, D139A, S100A,
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K176A, L111A, A90L, N270A.

3. Los mutantes ensayados para determinar la termoestabilidad mediante calentamiento en ausencia del agonista
se volvieron a ensayar usando un ensayo ligeramente diferente en el que los mutantes se calentaron en presencia
de *H-neurotensina (formato de ligando (+) en la Figura 12). Los mutantes con termoestabilidad mejorada son:
ABIL, A73L, A86L, A90L, H103A, V165A, E166A, G215A, V229A, M250A, 1253A, A177L, R183A, 1260A, T279A,
T294A, G306A, L308A, V309A, L310A, V313A, F342A, F358A, V360A, S362A, N370A, S373A, F380A, A385L,
P389A, G390A, R395A.

4. También hay mutantes que tienen un nivel de expresién significativamente mejorado en comparacién con el
receptor de tipo salvaje y podrian usarse para aumentar los niveles de produccién de receptores para la
cristalizacién: A86L, H103A, F358A, S362A, N370A, A385L, G390A. Todos estos también tienen una mayor
termoestabilidad.

5. Las combinaciones preferidas son
a. Nag7m F358A+A86L+I260A+F342A Tm 51 °C (unido a neurotensina)
b. Nag7n F358A+H103A+I1260A+F342A Tm 51 °C (unido a neurotensina)
EI NTR de tipo salvaje tiene una Tm de 35 °C con neurotensina unida.
Ejemplo 4: Identificacion de restos estructurales en los que residen las mutaciones estabilizadoras del GPCR.

Se ha determinado la estructura del receptor B2 adrenérgico (20, 21), que es idéntico en un 59 % al receptor B1 de
pavo, pero con un perfil farmacolégico claramente diferente (22, 23). Con el fin de determinar los restos estructurales
en los que residen las mutaciones estabilizadoras del receptor B1 de pavo, mapeamos las mutaciones en la estructura
de B2 humano (21).

Los receptores beta adrenérgicos se alinearon en primer lugar utilizando ClustalW en el paquete MacVector; se
destacaron las mutaciones termoestabilizadoras en el 1 de pavo junto con el residuo correspondiente en la secuencia
de B2 humano. El modelo de $2 humano (cédigo de acceso pdb 2RH1) se visualizé en Pymol y los aminoacidos
deseados se mostraron como modelos de llenado de espacios mediante procedimientos estandar conocidos en la
técnica. Los restos estructurales en los que se localizaron las mutaciones estabilizadoras se determinaron mediante
inspeccion visual.

La Tabla (vi) enumera las posiciones equivalentes en el receptor B2 correspondientes a las mutaciones
termoestabilizadoras en BAR-m23 y los restos estructurales en los que residen.

Como se ve en la Tabla (vi), las mutaciones se posicionan en varias localizaciones distintas. Hay tres mutaciones en
regiones de bucle que se prevé que sean accesibles al disolvente acuoso (bucle). hay ocho mutaciones en las hélices
a transmembrana y apuntan a la bicapa lipidica (lipido); tres de estas mutaciones se encuentran cerca del final de las
hélices y se puede considerar que se encuentran en la capa limite hidréfila (limite lipidico). Se encuentran ocho
mutaciones en las interfaces entre las hélices a transmembrana (interfaz hélice-hélice), tres de las cuales se
encuentran dentro de una region retorcida o distorsionada de la hélice (torsién) y otras dos mutaciones ocurren en una
hélice, pero estan adyacentes a una o mas de otras hélices que contienen una torsién adyacente en el espacio al
residuo mutado (torsién opuesta). Estas Ultimas mutaciones podrian afectar al empaquetamiento de los aminoacidos
dentro de la region retorcida, lo que podria resultar en una termoestabilizacién. Otra mutacién se encuentra en un
bolsillo de unién al sustrato (bolsillo).

B1 de pavo B2 humano Descripcion
Hélice 1 I55A 147 interfaz de torsion de 3 hélices Fig. 18
Hélice 1 G67A A59 limite lipidico
Hélice 1 R68S K60 limite lipidico Fig. 25
Hélice 2 V89L V81 torsién Fig. 19
Hélice 2 M90V M82 torsion Fig. 20
Hélice 2 G98A G90 bolsillo
Hélice 3 1129V 1121 torsién opuesta Fig. 21
S151E S143 bucle
Hélice 4 V160A V152 lipido
Q194A A186 bucle
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Hélice 5 L221V V213 lipido

Hélice 5 Y227A Y219 interfaz hélice-hélice Fig. 23
Hélice 5 R229Q R221 lipido

Hélice 5 V230A V222 interfaz hélice-hélice

Hélice 5 A234L A226 interfaz hélice-hélice

Hélice 6 A282L C265 bucle Fig. 24

D322A K305 limite lipidico

Hélice 7 F327A L310 lipido

Hélice 7 A334L V317 lipido

Hélice 7 F338M F321 torsion Fig. 22

Tabla (vi) Posicion en la estructura de 2 humano de los residuos de aminoacidos equivalentes a las mutaciones
termoestabilizadoras encontradas en el receptor g1 de pavo y los restos estructurales en los que residen.

Dichos restos estructurales, en virtud de que contienen mutaciones estabilizadoras, son importantes para determinar
la estabilidad de las proteinas. Por lo tanto, dirigir las mutaciones a estos restos facilitara la generacién de GPCR
mutantes estabilizados. De hecho, hubo varios casos en los que mas de una mutacién se maped en el mismo resto
estructural. Por ejemplo, las mutaciones Y227A, V230A y A234L en el receptor adrenérgico 1 de pavo se mapearon
todas en la misma interfaz helicoidal, las mutaciones V89L y MO0V se mapearon en la misma torsién helicoidal y las
mutaciones F327A y A334L se mapearon en la misma superficie helicoidal que apunta hacia la bicapa lipidica (Tabla
(vi}). Por tanto, cuando se ha identificado una mutacion estabilizadora, la determinacion del resto estructural en el que
se encuentra esa mutacion permitira la identificacion de otras mutaciones estabilizadoras.

Ejemplo 5: Generacion de parejas de union especificas de conformacion de los GPCR

La generacién de GPCR mutantes que tienen una mayor estabilidad en una conformacién particular en relacién con
un GPCR parental proporciona una serie de ventajas para el cribado de las parejas de union. Por ejemplo, los
presentes métodos reducen la cantidad de material requerida para un cribado. En los cribados estandar, los GPCR
estan presentes en células completas o en membranas de células completas que normalmente se criban mediante
incubacién con compuestos individuales en camaras aisladas en lugar de bibliotecas de compuestos. Por lo tanto, la
presente invencién proporciona ventajas en términos del tiempo requerido para llevar a cabo un cribado de
compuestos. La capacidad de bloquear un GPCR en una conformacion particular proporciona ventajas porque
aumenta la probabilidad de identificar un ligando con las propiedades farmacolégicas requeridas. En los cribados de
union estandar, los GPCR pueden asumir una serie de conformaciones diferentes y los compuestos de unién se
identificaran a lo largo de diferentes tipos farmacolégicos. Los costes de los reactivos se pueden reducir debido a la
capacidad de miniaturizar los formatos de ensayo y esto se ve facilitado por el presente método.

METODOS
Cribado de compuestos

Un GPCR mutante que tiene una estabilidad aumentada en una conformacién particular se inmoviliza sobre una superficie
sélida y se incuba con un tampén que contiene una biblioteca codificada de compuestos. Tras un periodo de tiempo
adecuado, para permitir la unién entre el GPCR mutante y los compuestos de la biblioteca que se unen selectivamente
al GPCR mutante, se retira el tampén. A continuacion, siguen una serie de etapas de lavado para eliminar los compuestos
que no se han unido especificamente al GPCR mutante. El cédigo, la etiqueta o la direccién de lectura (como el ADN o
el ARN) se utilizan entonces para identificar la molécula pequefia unida mientras aun esta unida al GPCR mutante o
después de la elucion del GPCR. La pareja de union especifica de conformacion se aisla posteriormente.

Seleccion de anticuerpos usando GPCR inmovilizados

Los GPCR estabilizados inmovilizados se pueden usar para seleccionar anticuerpos contra el receptor a partir de
mezclas de anticuerpos tales como las que estarian presentes en el plasma de un animal inmunizado con el GPCR
estabilizado, el receptor nativo o un péptido del receptor. Los anticuerpos podrian identificarse a partir de
sobrenadantes obtenidos de células B tomadas de animales inmunizados o de hibridomas obtenidos tras la
inmortalizacién de células B del animal inmunizado o de bibliotecas de anticuerpos recombinantes que pueden
expresarse en particulas de fagos o mediante un sistema de expresion in vitro, tal como la presentacién en ribosomas.
El método tiene la ventaja de seleccionar anticuerpos contra conformaciones particulares de un receptor. Un GPCR
estabilizado bloqueado en el estado antagonista o de fondo del receptor aumentaria la probabilidad de seleccionar un
anticuerpo antagonista, mientras que un GPCR estabilizado bloqueado en el estado activado o R* aumentaria la
probabilidad de seleccionar un anticuerpo activador. En los cribados estandar, los anticuerpos se seleccionan con
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frecuencia contra los GPCR que se unen a los epitopos peptidicos del receptor, pero que no tienen propiedades
antagonistas 0 agonistas y, por lo tanto, no son Gtiles como agentes terapéuticos.

Ejemplo 6: Seleccion de fagos de anticuerpos en el receptor B-adrenérgico
Resumen

Hemos utilizado el receptor B-adrenérgico estabilizado (B-AR) para generar anticuerpos usando la presentacién en
fagos. Los clones de fagos positivos mostraron especificidad para B-AR y la subclonacion de genes de anticuerpos
seleccionados condujo a la produccién exitosa de anticuerpos scFv anti-B-AR especificos.

Introduccion

La aplicacién terapéutica de los anticuerpos en el area de los sistemas receptor-ligando tiene un gran potencial. Sin
embargo, el problema principal a la hora de generar anticuerpos (mediante métodos in vitro o in vivo) contra los
receptores acoplados a la proteina G (GPCR) se refiere al reconocimiento inmunogénico de una conformacion
especifica en una preparacién de antigenos homogénea, es decir, una conformacién agonista o una conformacién
antagonista, en lugar de crear un conjunto de ligantes de anticuerpos que reconozca el antigeno purificado en multiples
conformaciones en una preparacion heterogénea. Ademas, el antigeno receptor recombinante normalmente solo esta
disponible en la forma de dominio extracelular, lo que excluye cualquier estructura terciaria que implique otras partes
del receptor. La solucién propuesta para este problema es la aplicacion de GPCR estabilizados como antigeno diana.

Hemos demostrado la utilidad de los GPCR estabilizados (StaRs™) en la generacién de anticuerpos recombinantes
mediante el método in vitro de presentacién en fagos de manera que puedan aislarse los anticuerpos que se unen al
receptor B adrenérgico estabilizado en la conformacion antagonista. Dichos anticuerpos pueden luego someterse a
ensayos funcionales, por ejemplo, en ensayos de union a ligandos.

Descripcion general del proceso

Una estrategia de presentacién en fagos tipica comprende varias etapas en el proceso para identificar los clones de
scFv inhibidores (Figura 29). La primera parte es la seleccion de bibliotecas de fagos en el antigeno para aislar una
poblacion de ligantes de anticuerpos de fagos utilizando diversas metodologias (por ejemplo, seleccién por cribado,
seleccion soluble, etc.). Esta poblacion resultante de ligantes de anticuerpos de fagos se denomina resultado de
seleccion. Este proceso se repite 2-4 veces para enriquecer los ligantes de antigenos especificos.

Se evalla un conjunto de clones que representa un resultado de seleccién (ELISA de fagos policlonales) para
determinar el reconocimiento del antigeno mediante ELISA de fagos. Los clones individuales también pueden
evaluarse mediante ELISA de fagos monoclonales y para determinar su diversidad mediante andlisis de secuencias,
sin embargo, el método preferido es subclonar la poblacién seleccionada en un vector de expresion de anticuerpos
recombinantes (pSANG 10-3F) y, a continuacién, realizar la evaluacion mediante ELISA de scFv monoclonal y
secuenciacion de ADN. Esto evita el problema de identificar los ligantes de anticuerpos de fagos que posteriormente
muestran una mala expresion como fragmentos scFv. Los resultados de seleccion que producen diversos positivos de
ELISA pueden entonces priorizarse para el cribado funcional de paneles mas grandes de anticuerpos de fagos.

Los resultados de seleccién se someten a una campafia de cribado, que emplea un ensayo funcional de alto
rendimiento, de extractos periplasmicos con el fin de identificar una poblaciéon de inhibidores scFv. Por (dltimo, los
resultados de la campafia de cribado se perfilan como scFv mediante ensayos funcionales adicionales, asi como
mediante analisis de CI50 que evallan la eficiencia de su accion inhibidora.

Meétodos y resultados

Se llevaron a cabo 2-3 rondas de seleccion de anticuerpos utilizando B-AR estabilizado como antigeno y utilizando la
biblioteca de presentacién en fagos de anticuerpos "McCafferty" descrita en Schofield et al, 2007 (24). Las selecciones
se llevaron a cabo en PBS en presencia (A} o ausencia (B) de ligando (-} -alprenolol 20 nM durante las etapas de
union y lavado. Ademas, para la manipulacion de la proteina B-AR, todos los tampones de recubrimiento, lavado y
bloqueo se suplementaron con un detergente decilmaltésido al 0,1 % (Anatrace, Anagrade). El éxito relativo de los
seleccionados se determin6 usando ELISA de fagos policlonales y ELISA de fagos monoclonales.

Optimizacion para inmovilizar el antigeno

Las estrategias de inmovilizacién se basaron en aprovechar el antigeno etiquetado con His. En primer lugar, la
inmovilizacién se realiz6 utilizando proteinas de control en lugar de BAR-m23. Se emple6 una variedad de superficies,
incluidas placas de Ni-NTA, en la evaluacion inicial. Todas se compararon con la absorcién pasiva estandar en placas
Nunc. En todos los casos, el resultado se evalud usando ELISA de fagos policlonales después de 2 rondas de seleccion.

Seleccion de anticuerpos

La seleccion, elucién y rescate de la biblioteca fue como se describe en Schofield et al (2007). Se recubrieron 150 pl
de B-AR a una concentracién de 20 pg/ml durante una noche a +4 °C en dos (24) pocillos de una placa de quelato de
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niguel (Nunc). El receptor se diluyé en un tampon de recubrimiento que es Tris 20 mM pH8, NaCl 100 mM,
decilmaltésido al 0,1 % (dec-M) y también un ligando 20 nM para la seleccién A. Al dia siguiente, los pocillos se
enjuagaron con PBS y se bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente con proteina de leche Marvel al 3 % en PBS
suplementado con dec-M al 0,1 % (PBS-M). Tras el recubrimiento, el pocillo se enjuagé con PBS y se afiadieron 100
ul de una biblioteca de fagos previamente bloqueada en Marvel/PBS al 2 % y se incub6 durante 1 h a temperatura
ambiente. Tras la unién, las muestras se lavaron 6 veces en PBS/Tween al 0,1 % suplementado con dec-M al 0,1 %
y seis veces en PBS suplementado con dec-M al 0,1 %. El fago unido se eluy6 luego con tripsina (24). Los fagos
eluidos se afiadieron a las células TG1 en crecimiento exponencial (a una DOsoo = 0,5) y se cultivaron a 37 °C durante
1 h. Las células infectadas se sembraron en placas TY suplementadas con 100 ug/ml de ampicilina y glucosa al 2 %
y se cultivaron durante la noche a 30 °C. Al dia siguiente, las placas se rasparon en medio TY suplementado con 100
pg/ml de ampicilina y glicerol al 15 % para su almacenamiento. La poblacién de esta primera ronda de seleccién se
rescatod con fagos auxiliares y se precipité con PEG y 100 pl de estos se usaron en una segunda ronda de selecciones
usando las mismas condiciones y procedimientos que los descritos para la ronda 1.

ELISA de fagos policlonales

Para el ELISA, el BAR se inmovilizé covalentemente en placas Amino (nimero de catalogo Nunc: 436008). Los
tampones de recubrimiento y lavado se suplementaron con ligando 20 nM y dec-M al 0,1 %. La placa de ELISA se
recubrié durante la noche con B-AR a 24 pg/mly 2 proteinas de control (CD86 y Notch1) a 5 ug/ml. Al dia siguiente,
los pocillos se lavaron y se bloquearon con PBS-M. Se afiadieron 50 pl/pocillo de fago policlonal de 2 rondas de
seleccién (en PBS-M, a una concentracion de 0,1x con respecto al volumen de cultivo inicial) y se incubaron durante
1 hora a temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron y se incubaron con un anticuerpo a-M13 (no. de producto de
GE healthcare: 27-9421-01), durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron y se incubaron con un
anticuerpo anti-ratén marcado con europio (Perkin Elmer, No. de producto: AD 0207), durante 1 hora a temperatura
ambiente. Los pocillos se lavaron y se afiadieron 50 pl/pocillo de soluciéon de mejora (Perkin Elmer, No. de producto:
4001-0010) y se incubé durante 10 min. Los resultados se muestran en la Figura 30A, que sugiere un enriguecimiento
especifico del fago que se une al B-AR en los experimentos A y B después de 2 rondas de seleccion. Las sefiales
fueron mas altas en la seleccién de fagos A (con el ligando presente en los tampones).

ELISA de fagos monoclonales

Para este ensayo, se recogieron clones individuales de fagos de la ronda 2 de la seleccién A, se rescataron y se
precipitaron con PEG. De nuevo, los tampones de recubrimiento, lavado, bloqueo y detecciéon de anticuerpos se
suplementaron con ligando 20 nM y detergente al 0,1 %. Los pocillos de una placa Amino de Nunc se recubrieron con
B-AR durante 1 h 30 minutos a temperatura ambiente. Los pocillos recubiertos se lavaron 3 veces con PBST y 3 veces
con PBSy se bloquearon con PBS-M Yy se afiadieron 50 ul/pocillo de 0,1x fago y se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente. Los pocillos se lavaron 6 veces con PBS y se incubaron con el anticuerpo a-M13 durante 1 h a temperatura
ambiente. Después de lavar 6 veces con PBS, los pocillos se incubaron con el anticuerpo anti-raton-Eu, durante 1 ha
temperatura ambiente. A continuacion, los pocillos se lavaron y se incubaron con una solucién de mejora durante 10
min. De los 69 clones cribados, 20 clones se detectaron como positivos (Figura 30B).

ELISA de fagos de especificidad

Se analizaron 17 de los clones de fagos positivos del ELISA monoclonal para determinar la especificidad de unién al
B-AR y 3 proteinas no relacionadas. Estas incluyen N1-EGF (los dominios EGF 1-12 del Notch1 murino fusionados
con un dominio Fc humano de R&D Systems, nimero de catalogo 1057-TK). Las otras proteinas de control incluyen
el dominio extracelular del CD86 murino y la region reguladora negativa del Notch1 murino expresado como una fusién
de CD4 (CD86 y N1(NRR), respectivamente) en un sistema de expresion transitorio como se describe en Chapple et
al 2006 (25). En este ELISA, se usaron tanto el quelato de niquel como la placa amino para la comparacion. Una vez
mas, para los pocillos que contienen la proteina B-AR, los tampones de recubrimiento, lavado, bloqueo y unién a
anticuerpos se suplementaron con ligando 20 nM y detergente al 0,1 %. Los pocillos se lavaron y se incubaron con
anticuerpos como se describié para el ELISA monoclonal en la seccién anterior. El ensayo mostré que se pueden
utilizar placas His y Amino y que la mayoria de los clones anti-B-AR no reaccionan de forma cruzada con las proteinas
no relacionadas (Figura 31).

Expresion y cribado de scFv monoclonal

La subclonacién, la expresion y purificacién del Fv monocatenario del anticuerpo (scFv) fueron como se describe en
Schofield et al (2007). Los genes de anticuerpos seleccionados dentro de la poblacién de fagos de la ronda 2 (seleccién
A) se subclonaron en el vector pPSANG10-3F (26) y se transformaron en células BL21 (DE3). Se seleccionaron 96
colonias y se indujo la expresion periplasmica del anticuerpo scFv en un formato de 96 pocillos usando métodos
estandar en la técnica. Los scFv se recuperaron del periplasma y se usaron para ELISA en una placa Amino (Nunc).
Los pocillos lavados y bloqueados se incubaron durante 1 h con 50 ul/pocillo de scFv. Las placas se lavaron y se
incubaron con un anticuerpo anti-FLAG marcado con europio durante 1 h a temperatura ambiente. 12 clones dieron
una sefial por encima de 1.000 unidades con niveles de fondo inferiores a 50 para los clones negativos (Figura 32).

Los clones positivos se seleccionan con unién y se confirmaron especificamente en un ELISA secundario, y los clones

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 3006 458 T3

de interés se secuenciaron. Las secuencias de anticuerpos se analizan para identificar el nimero de clones de unién
Unicos que se han aislado.

Para ensayar el bloqueo de la unién del ligando por parte de anticuerpos aislados, se seleccionan clones de
anticuerpos positivos Unicos para su preparacién a mayor escala (50-500 ml) usando extraccion periplasmica y
cromatografia de afinidad por metales inmovilizados. Se evalla la capacidad de este material para interferir en la unién
del ligando al receptor utilizando ensayos informadores robustos (por ejemplo, la inhibicién de la generacién de AMPc
o la inhibicién de la unién del ligando a las células transfectadas).

Ejemplo 7: Evaluacion de la interaccion de los compuestos con 81-AR
Meétodos y resultados:

Los estudios de unién se realizaron a 10 °C utilizando un biosensor 6ptico Biacore S51 equipado con un chip CM5
recubierto con estreptavidina y se equilibraron con un tampén de funcionamiento (TrisHCI 20 mM, NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM, DMSO al 1 %, maltosido de decilo al 0,1 %, pH 7,8).

Inmovilizacion de B1AR.

El B1AR36-M23 se biotinild minimamente usando biotina EZ-Link sulfo-NHS-LC-LC (Pierce #21338): La biotina se
afadié a la preparacion del receptor (enriquecida con 100 um de alprenolol) y se dej6 reaccionar durante tres horas a
4 °C, tras lo cual se retir6 la biotina libre mediante cromatografia en columna.

La Figura 33 muestra las dos etapas de captura del $1AR biotinilado en una celda de flujo recubierta de estreptavidina.
En la primera etapa, capturamos ~1.200 RU; en la segunda, ~4.000 RU.

Los chips sensores biacore recubiertos con el receptor beta estabilizado podrian usarse para caracterizar la union de
farmacos con actividad en el receptor beta. El flujo a través del compuesto permitié determinar la tasa de asociacién.
El lavado posterior permitid la determinacion de la tasa de disociacion. Estos parametros podrian usarse entonces
para determinar una medicién de afinidad cinética (Kd).

La Figura 34 muestra las respuestas para el alprenolol que se ensay6 por duplicado en una serie de diluciones de tres
veces para determinar su unién a la superficie del receptor. La concentracién mas alta es de 666 nM y cada
concentracion se ensayo tres veces. Las respuestas dependen de la concentracion y son reproducibles. Las lineas
grises representan el ajuste de un modelo simple de interaccién 1:1 y los parametros determinados a partir de este
ajuste se enumeran en el recuadro (el nimero entre paréntesis es el error en el ltimo digito).

La Figura 35 es una representacion alternativa del conjunto de datos de la Figura 34. Las respuestas se normalizan
con respecto a la Rmax determinada (a partir del ajuste) para cada curva.

Los datos del alprenolol demuestran que el b1AR biotinilado es activo y este enfoque de biosensor se puede utilizar
para caracterizar las interacciones compuesto/receptor.

La Figura 36 muestra las respuestas de la unién del propranolol a B1AR. 111 nM es la concentracién mas alta y cada
concentracion se ensay6 dos o tres veces. Los datos del propranolol se representan graficamente como respuestas
normalizadas en la Figura 37.

Cuando la superficie del B1AR tenia casi tres dias, volvimos a ensayar la unién del alprenolol para determinar cuanta
actividad habia perdido el receptor con el tiempo. La Figura 38 muestra las respuestas de unién del alprenolol con
333 nM como la concentracion mas alta. El receptor parecia estar casi tan activo como cuando fue capturado por
primera vez.

Captura de B1AR en otro lugar.

El biosensor S51 tiene la capacidad de monitorizar dos puntos de reaccion a la vez, por lo que capturamos el receptor
a una densidad de 8.000 RU en otro punto recubierto de estreptavidina (Figura 39).

Los datos de una prueba de union del alprenolol al punto de b1AR de 8.000-RU se proporcionan en la Figura 40.

El salmeterol, agonista del receptor beta, se ensay6é usando una concentracién maxima de 1,67 puM, y cada
concentracion se ensay6 dos o tres veces (Figuras 41A y B). Las respuestas dependen de la concentracion y son
reproducibles en su mayoria. Ademas, las respuestas de la superficie de 8.000 RU (Figura 41B) fueron mayores que
las de la superficie de 4.200 RU (Figura 41A), como se esperaba.

El salmeterol se disocié mucho mas rapido y se unié al receptor mucho mas débilmente de lo que lo hicieron el
alprenolol o el propranolol. Esto es de esperar, ya que el salmeterol tiene una baja afinidad por el B1-AR y, en particular,
tiene una baja afinidad por la forma estabilizada por el antagonista del receptor que se usa aqui. Ademas, detectamos
cierta complejidad en la interaccion, como lo indica el mal ajuste del modelo a las respuestas durante la fase de
disociacion (t> 60 seg). Las Figuras 42A y B muestran los datos representados graficamente como respuestas

50



10

15

20

25

30

35

ES 3006 458 T3

normalizadas.

El isoproterenol, un agonista beta-adrenérgico no selectivo, se ensay¢ utilizando una concentracién maxima de 2 uM
(Figuras 43A y B). En este andlisis, el isoproterenol mostré una tasa de asociacién mucho mas lenta que los otros
compuestos. El compuesto se inyecté durante 90 seg.

Las Figuras 44A y B muestran las respuestas para la unién de carvedilol 111 uMy 333 nM a las dos superficies de b1AR.
El carvedilol muestra una tasa de disociacién mucho mas lenta que los otros compuestos examinados hasta ahora.

Conclusion

1. La biotinilacién minima y la captura por la estreptavidina produjeron superficies b1AR activas que pueden
usarse para medir la union de compuestos.

2. A10 °C, las superficies b1AR permanecieron activas durante varios dias.

3. Para los compuestos ensayados incluidos agonistas y antagonistas, observamos diferencias tanto en las
tasas de asociacién como de disociacion, asi como en las afinidades. Esto demuestra que el ensayo de
biosensor es un enfoque viable para caracterizar paneles de compuestos que se unen a esta preparacion de
b1AR.

4. Los parametros de union se determinaron para varios compuestos como se muestra en la Tabla A siguiente,
todos los cuales se midieron a 10 °C.

Tabla A
ka (M-1s°1) ka (s Ko (nM)

Alprenolol (1,453 £ 0,007) x 10° (6,3+0,1)x10°% 44 +1
Propranolol (5,94 +0,02) x 105 (2,17 +0,04) x 103 3,64 +0,07
Salmeterol iError! No se encuentra el
origen de la referencia. (3,8 £0,3) x 10* (9,5 +0,4) x 102 2.500 + 300
Isoproterenol  iErrort  No  se
encuentra el origen de la

referencia.,jError! No se encuentra el
origen de la referencia. (6+2)x 108 (4,4£0,2)x 103 800 + 300

Carvedilol iError! No se encuentra el
origen de la referencia.,jError! No se

encuentra el origen de la referencia. (2,3 + 0,9) X 1 05 (1 ,1 10,1 ) X 1 0-3 5+3
1 promediado a partir de dos superficies b1AR

2resultados preliminares
Ejemplo 8: Uso de StaR de adenosina A:za para el cribado de compuestos en el descubrimiento de farmacos
Métodos

Se us6 un receptor de adenosina A2s termoestabilizado (A2a Star) seleccionado conformacionalmente en la forma
antagonista (denominado Rant22) para cribar compuestos de una biblioteca con el fin de identificar compuestos con
actividad en el receptor A2a. El StaR se gener6é como se describié anteriormente (Magnani et al., Co-evolving stability
and conformational homogenity of the human adenosine A2a receptor. Proc Natl Acad Sci U S A., 5 de agosto de
2008; 105 (31): 10744-9). Las células HEK293T transfectadas con los receptores A2a Rant22 se cultivaron en una
monocapa en matraces T-175 a 37 °C y con CO2 al 5 % en el medio Eagle modificado por Dulbecco suplementado
con suero bovino fetal al 10 %. Las células se recogieron raspando las células de la superficie del T-175 y se recogieron
mediante centrifugacioén.

Preparacion de membranas.

Los sedimentos celulares se resuspendieron en 10 ml de HEPES 20 mM, pH 7,4 mas comprimidos de coctel de
inhibidores de proteasas (Roche) y se homogeneizaron durante 30 s a 20.500 rpm utilizando un homogeneizador de
tejido. Los homogeneizados se centrifugaron a 200xg durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante se retiré y se reservo
en hielo. Este procedimiento se repitié dos veces mas y los sobrenadantes agrupados se centrifugaron a 40.000xg
durante 45 min a 4 °C. Las membranas se resuspendieron en alicuotas de 1 ml de HEPES 20 mM, pH 7,4 mas
comprimidos de inhibidores de proteasas. La concentracion de proteina se determiné mediante un ensayo de proteina
BCA (Pierce).
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Ensayo de cribado.

Se incubaron alicuotas de 10 pug de membrana preparada con [3H]ZM241385 3,7 nM y una cantidad apropiada de
ligando no marcado durante 60 min a temperatura ambiente. Se crib6 una dilucién en serie que oscilaba entre 10 mM
-1 uM en un formato de 96 pocillos. Las placas de GFC de filtro se remojaron previamente en PEI al 0,1 % durante
60 min. La radiactividad se determiné mediante recuento por centelleo liquido usando un contador Microbeta a
3 min/pocillo.

Resultados

Los datos se analizaron utilizando el GraphPad prism para ajustar las curvas de respuesta a la concentracién. La Clso
de los compuestos se calculé como la concentraciéon que resulta en una inhibicién del 50 % de la union especifica de
[3H]ZM241385. Los datos presentados en la Figura 45 y en la Tabla B a continuacion demuestran que los compuestos
ensayados fueron capaces de inhibir la unién al receptor A2a StaR y que tuvieron una variedad de actividades en este
ensayo. Estos datos demuestran la utilidad de los StaR para el cribado de compuestos.
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REIVINDICACIONES

1. Un biosensor que comprende un mutante de un receptor acoplado a proteina G (GPCR) humano de tipo salvaje que
tiene una termoestabilidad conformacional aumentada en comparacion con el GPCR humano de tipo salvaje; en donde:

i. el mutante es un receptor B-adrenérgico mutante que, en comparacién con el correspondiente receptor -
adrenérgico de tipo salvaje, tiene al menos el reemplazo de un aminoacido en una posicién que, cuando se
utilizan MacVector y CLUSTALW, se alinea en una cualquiera o méas de las siguientes posiciones segun la
numeracién del receptor B-adrenérgico de pavo tal como se establece en la SEQ ID NO: 1: 155, G67, R68, V89,
M90, G98, 1129, S151, V160, Q194, L221, Y227, R229, V230, A234, A282, D322, F327, A334, F338, y, en
donde, después de su reemplazo, la identidad del residuo de aminoacido en la posicién alineada segun la
numeracién del receptor B-adrenérgico de pavo tal como se establece en la SEQ ID NO: 1 es la siguiente: 55A,
67A, 68L/Q/S, 89L, 90A/V, 98A, 129A/V/G, 151E/Q/R/T, 160A/L, 194A/S, 2211/V, 227A/F, 229A/Q, 230A,
234L/V/1, 282L/V/Q, 322A/P, 327A/L/IV/G/M, 334L/S/V/I, 338A/I/L/VIM; o

i. el mutante es un receptor de adenosina mutante que, en comparacién con el correspondiente receptor de
adenosina de tipo salvaje, tiene al menos el reemplazo de un aminoacido en una posicién que, cuando se
utilizan MacVector y CLUSTALW, se alinea en una cualquiera o méas de las siguientes posiciones segun la
numeracién del receptor de adenosina A2z humano tal como se establece en la SEQ ID NO: 5: G114, G118,
L167, A184, R199, A203, L208, Q210, S213, E219, R220, S223, T224, Q226, K227, H230, L241, P260, S263,
L267, 272, T279, N284, Q311, P313, K315, A54, V57, H75, T88, T119, K122, G123, P149, E151, G152, A204,
A231, L235, V239, y, en donde, después de su reemplazo, la identidad del residuo de aminoacido en la posicién
alineada segun la numeraciéon del receptor de adenosina A2s humano tal como se establece en la SEQ ID NO:
5 es la siguiente: 114A, 118A, 167A, 184L, 199A, 203L, 208A, 210A, 213A, 219A, 220A, 223A, 224A, 226A,
227A, 230A, 241A, 260A, 263A, 267A, 272A, 279A, 284A, 311A, 313A, 315A, 54L, 57A, 75A, 88A, 119A, 122A,
123A, 149A, 151A, 152A, 204L, 231L, 235A, 239A; 0

iii. el mutante es un receptor de neurotensina mutante que, en comparacion con el correspondiente receptor de
neurotensina de tipo salvaje, tiene al menos el reemplazo de un aminoacido en una posicién que, cuando se
utilizan MacVector y CLUSTALW, se alinea en una cualquiera o mas de las siguientes posiciones segun la
numeracion del receptor de neurotensina de rata tal como se establece en la SEQ ID NO: 9: A356, H103, D345,
A86, A385, Y349, C386, K397, H393, 1116, F358, S108, M181, R392, D113, G209, L205, L72, A120, P399,
Y351, V268, T207, A155, 8362, F189, N262, L109, W391, T179, S182, M293, L256, F147, D139, S100, K176,
L111, A90, N270, AB9, A73, V165, E166, G215, V229, M250, 1253, A177, R183, 1260, T279, T294, G306, L308,
V309, L310, V313, F342, V360, N370, S373, F380, P389, G390, R395, y, en donde, después de su reemplazo,
la identidad del residuo de aminoacido en la posicién alineada segun la numeraciéon del receptor de
neurotensina de rata tal como se establece en la SEQ ID NO: 9 es la siguiente: 356L, 103A, 345A, 86L, 385L,
349A, 386A, 397A, 393A, 116A, 358A, 108A, 181A, 392A, 113A, 209A, 205A, 72A, 120L, 399A, 351A, 268A,
207A, 1551, 362A, 189A, 262A, 109A, 391A, 179A, 182A, 293A, 256A, 147A, 139A, 100A, 176A, 111A, 90L,
270A, 69L, 73L, 165A, 166A, 215A, 229A, 250A, 253A, 177L, 183A, 260A, 279A, 294A, 306A, 308A, 309A,
310A, 313A, 342A, 360A, 370A, 373A, 380A, 389A, 390A, 395A;

en donde cuando una sustancia diana se une a dicho GPCR mutante, se produce una sefial detectable; y

en donde la sustancia diana es un péptido, una proteina, un carbohidrato, un lipido, un ligando del GPCR, una
molécula sintética, un farmaco, un metabolito del farmaco o un biomarcador de enfermedad.

2. Un biosensor segun la reivindicacién 1, en donde la sefial detectable es cualquiera de un cambio de color;
fluorescencia; evanescencia; resonancia de plasmones superficiales; conductancia eléctrica o separacién de cargas;
absorcion ultravioleta, visible o infrarroja; luminiscencia; quimioluminiscencia; electroquimioluminiscencia; anisotropia
de fluorescencia; intensidad de fluorescencia; vida Util de la fluorescencia; polarizacion de fluorescencia; transferencia
de energia de fluorescencia; masa molecular; resonancia de espin electronico; resonancia magnética nuclear; volumen
o radio hidrodinamico; gravedad especifica; centelleo; resistencia al efecto de campo; impedancia eléctrica;
impedancia acustica; evanescencia cuantica; dispersion resonante; apantallamiento fluorescente; espectroscopia de
correlacion de fluorescencia; carga acustica; velocidad de onda cortante acistica; fuerza de unién; o tension interfacial.

3. Un biosensor segun la reivindicaciéon 1 o 2, en donde el biosensor es un biosensor basado en el flujo, tal como un
biosensor de microbalanzas de cristal de cuarzo, un biosensor de ondas evanescentes, un biosensor de guia de ondas
planas, un sensor Raman de superficie o un biosensor de resonancia de plasmoén superficial.

4. Un biosensor segun cualquier reivindicaciéon anterior, en donde el biosensor esta en una forma soportada en chips
0 microperlas.

5. Un biosensor segun cualquier reivindicacién anterior, en donde:

cuando el GPCR mutante tiene una vida Util prolongada de una conformacién agonista, el GPCR mutante se une
al agonista con la misma o mayor afinidad que el GPCR humano de tipo salvaje, opcionalmente en donde el
agonista es el agonista natural; y
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cuando el GPCR mutante tiene una vida (til prolongada de una conformacién antagonista, el GPCR mutante se
une al antagonista con la misma o mayor afinidad que el GPCR humano de tipo salvaje, opcionalmente en donde
el antagonista es el antagonista natural.

6. Un biosensor segun cualquier reivindicacioén anterior, en donde el GPCR mutante tiene de 1 a 10 aminoacidos
reemplazados en comparacién con el GPCR humano de tipo salvaje, contribuyendo por si mismos cada uno de los 1
a 10 aminoacidos reemplazados a aumentar la termoestabilidad conformacional.

7. Un biosensor segun cualquier reivindicacion anterior, en donde el GPCR mutante es al menos 2 °C mas estable, al
menos 5 °C mas estable, al menos 8 °C mas estable, al menos 10 °C mas estable, al menos 15 °C mas estable o al
menos 20 °C mas estable que su GPCR humano de tipo salvaje.

8. Un método para producir un biosensor segun la reivindicacion 1, comprendiendo el método:
a) proporcionar dicho GPCR mutante;y
b) inmovilizar el GPCR mutante sobre un soporte sélido para su incorporacién a un biosensor.

9. El método de la reivindicacién 8, en donde los GPCR mutantes se inmovilizan mediante una reconstitucion
superficial mediada por flujo.

10. El método de la reivindicacion 8 0 9, en donde los GPCR mutantes estan inmovilizados en un chip o perla.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 8-10, en donde el GPCR mutante se proporciona en una forma
que esta unida a un detergente o lipido.

12. El biosensor de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, o el método de cualquiera de las reivindicaciones 8-11, en
donde el GPCR mutante se expresa en Escherichia coli.
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