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DESCRIPCION

Antagonistas de los receptores copulados a proteina G.
Campo de la invencion

La presente invencién se relaciona con la modulacién, especialmente la inhibicion, de las actividades bioldgicas
de los receptores copulados a proteina G (GPCR) por exposicién de los GPCR a moléculas que interfieren con la
correcta organizacién de los receptores. En particular, la invencion se relaciona con péptidos aislados del dominio de
transmembrana de los GPCR que inhiben la transduccién de sefial mediada por GPCR.

Antecedentes de la invencion

Muchos fendmenos fisioldgicamente importantes estdn mediados por la unién de proteinas reguladoras de la unién
a nucledtidos de guanina (proteinas G) a receptores copulados a proteina G (GPCR). Estos fenémenos incluyen vaso-
dilatacion, estimulacion o reduccion del ritmo cardiaco, broncodilatacion, estimulacion de las secreciones endocrinas
y aumento de la peristalsis intestinal, desarrollo, mitogénesis, proliferacion celular y oncogénesis.

Las protefnas G son una superfamilia diversa de proteinas que se unen a nucledtidos de guanina y que tienen un
papel central en la transduccion de sefial y en la regulacién del metabolismo celular. Estdn generalmente constituidas
por tres subunidades: una subunidad alfa que se une a guanil-nucleétidos, una subunidad beta y una subunidad gamma.
(Para una revision, véase Conklin y col., Cell 73, 631-641, (1993)). Las proteinas G cambian comtinmente entre dos
formas, dependiendo de si se une GDP o GTP a la subunidad alfa. Cuando se une GDP, la proteina G existe como un
heterotrimero, el complejo alfa-beta-gamma G. Cuando un complejo alfa-beta-gamma se asocia operativamente con
un GPCR activado por ligando en una membrana celular, la velocidad de intercambio de GTP por GDP unido aumenta
y la subunidad alfa G se disocia del complejo beta-gamma G. La subunidad alfa G libre y el complejo beta-gamma G
son capaces de transmitir una sefial a elementos secuencia abajo de una variedad de rutas de transduccién de sefial, por
ejemplo por unidn a, y activacion de, la adenil-ciclasa. Este esquema fundamental de fendmenos forma la base para
una multiplicidad de diferentes fendmenos de sefializacion celular.

Recientes estudios han sugerido que todos los miembros de la superfamilia GPCR tienen una estructura conservada.
Comparaciones de los ADNc de receptores beta-adrenérgicos aviares y de mamiferos (Yarden y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 83: 6795-6799, 1986; Dixon y col., Nature 321:75-79, 1986; y Kobilka y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:46-50, 1987), un ADNc de rodopsina bovina (Nathans y Hogness, Cell 34:807-814, 1983), un receptor alfa-2-
adrenérgico (Kobilka y col., Science 238:650-656, 1987), un ADNc de receptor de angiotensina (Young y col., Cell
45:711-719, 1986; Jackson y col., Nature 335:437-439, 1988), un receptor de substancia K bovino (Masu y col., Nature
329:836-838, 1987) y un ADNCc de receptor de acetilcolina muscarinico (Kubo y col., Nature 323:411-416, 1986)
predicen que todos los GPCR comparten una presencia altamente conservada de siete dominios de transmembrana
hidrofébicos que se sugiere son hélices de transmembrana de 20-30 aminoécidos conectadas por bucles extracelulares
o citoplasmicos. Kobilka y col., Science 240: 1310 (1988); Maggio y col., FEBS Lett. 319: 195 (1993); Maggio y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci USA 90: 3103 (1993); Ridge y col., Proc. Natl. Sci USA 91, 3204 (1995); Schonenberg y col.,
J. Biol. Chem. 270: 18000 (1995); Huang y col., J. Biol. Chem. 256: 3802 (1981); Popot y col., J. Mol. Biol. 198:
655 (1987); Kahn y Engelman, Biochemistry 31: 6144 (1992); Schoneberg y col., EMBO J. 15: 1283 (1996); Wong y
col., J. Biol. Chem. 265: 6219 (1990); Monnot y col., J. Biol. Chem. 271: 1507 (1996); Gudermann y col., Annu. Rev.
Neurosci. 20: 399 (1997); Osuga y col., J. Biol. Chem. 272: 25006 (1997); Lefkowitz y col., J. Biol. Chem. 263:4993-
4996, 1988; Panayotou y Waterfield, Curr. Opinion Cell Biol. 1:167-176, 1989. Estos dominios de transmembrana de
receptores copulados a proteina G designados como TM1, TM2, TM3, TM4, TMS, TM6 y TM7, TM4, TMS5, TM6 y
TM7 son los mds altamente conservados y se postula que proporcionan secuencias que imparten actividad biolégica a
los GPCR. TM3 estd también implicado en la transduccién de sefal.

Se dice que la copulacién de GPCR a moléculas de sefializacion intracelular tales como la adenilato ciclasa (Anand-
Srivastava y col., J. Biol. Chem. 271: 19324-19329 (1996)) y las proteinas G (Merkouris y col., Mol. Pharmacol. 50:
985-993 (1996)) estd inhibida por péptidos correspondientes a los bucles intracelulares de los receptores. Esos estudios
fueron realizados primariamente para obtener una comprension de los mecanismos moleculares de la funcién de los
receptores y no podrian ser directamente aplicados al disefio de farmacos, por las dificultades en la administracién
intracelular de los inhibidores.

WO 94/05695 y la Patente EE.UU. N° 5.508.384 exponen secuencias de regiones de transmembrana para 74 GP-
CR. La publicacién de patente WO 94/05695 describe y reivindica polipéptidos correspondientes a fragmentos o
secuencias homoélogas de GPCR que pueden unirse a un ligando GPCR o que pueden modular la unién de ligando.
Ambas referencias describen que un fragmento que se expande por la membrana del tercer dominio TM del receptor
de dopamina D2 se unia especificamente a un ligando del receptor intacto en un modelo de pequeifias vesiculas uni-
lamelares simples. El fragmento usado acababa en una lisina (que estd positivamente cargada a pH fisiolégico) en un
extremo y en un dcido aspdrtico (que estd negativamente cargado a pH fisiolégico) en el otro. No se esperaria que este
péptido se insertara facilmente en una membrana bioldgica.
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Resumen de la invencién

La invencién comprende, en general, compuestos peptidicos o peptidomiméticos que modulan, y preferiblemen-
te inhiben, las propiedades y actividades bioldgicas de los GPCR abordando porciones de transmembrana de estos
receptores. Los antagonistas de GPCR pueden ser usados para alterar la funcién de los GPCR.

Se describe aquf el uso de tecnologia de ADN quimica o recombinante para obtener polipéptidos GPCR, que pre-
feriblemente son lo mas pequefios posible conservando a pesar de ello una afinidad suficientemente alta para unirse o
asociarse a GPCR. Como ejemplos no limitativos de polipéptidos GPCR, se incluyen fragmentos de 10 a 50 aminod-
cidos correspondientes a al menos un dominio de transmembrana de los dominios 1-7. Los siguientes son ejemplos no
limitativos de péptidos GPCR con propiedades antagonistas.

Del GPCR CXCR4

F-2-2: LLFVITLPFWAVDAVANWYFGNDD
F-2-5: LLFVITLPFWAVDAVANDD-OH
F-4-2: VYVGVWIPALLLTIPDFIFANDD-OH
F-6-1: VILILAFFACWLPY YIGISID-OH
F-7-3: DDEALAFFHCCLNPILYAFL-NH,
F-7-4: DDSITEALAFFHCCLNPILYAFL-NH,
Del GPCR CCRS5
CCRS5-TM-2-2: LFFL LTVPFWAHYAAAQWDFGDD
CCRS-TM-4-1: FGVVTSVITWWAVFASLPGIIFTSSDD
CCRS-TM-6-1: LIFTIMIVYFLFWAPYNIVLLLNTFQED
Del GPCR CCR2
CCR2-TM-2-1: IYLLNLAISDLLFLITLPLWADD-OH
CCR2-TM-2-2: LLFLITLPLWAH SAANEW VFGNDD-OH
CCR2-TM-4-1: FGVVTSVITWLVAVF ASVPGIIFTDD
CCR2-TM-6-1: VIFTIMIVYFLFWTPYN IVILLNTFQED
Del GPCR CCR3
CCR3-TM-2-1: LLFLVTLPFW IHY VRGHNW VFGDDD
CCR3-TM-4-1: FGVITSIVTWGLAVLAALPEFI FYETED
CCR3-TM-6-1: IFVIMAVFFI FWTPYNVAILLSSYQSDD
Del GPCR CCKAR
CCKAR-TN-2-1: FLLSLAVSDLMLCLFCMPENLP
CCKAR-TM-2-2: FLLSLAVSDLMLCLFCM PENLIDD
CCKAR-TM-6-4: IVVLFFLCWMPIFSANAWRAYDTVDD

Una realizacion de la invencién es una molécula moduladora del receptor copulado a proteina G (GPCR) aislada
que tiene un péptido o peptidomimético de 5 a 50 aminodcidos que es un andlogo estructural de una porcién de un
dominio de transmembrana de un GPCR, donde dicha molécula tiene un extremo N y un extremo C y dicha molécula
tiene un extremo extracelular que estd negativamente cargado y un extremo intracelular que tiene una carga neutra en
condiciones fisioldgicas, y donde dicha molécula tiene un grupo carboxilo C-terminal amidado cuando dicho extremo
N tiene una carga neutra, y, cuando dicho extremo intracelular es dicho extremo N, dicho péptido o peptidomimético
incluye al menos cuatro de los primeros cinco aminodcidos N-terminales que tienen cadenas laterales de aminodcidos

de carga neutra en condiciones fisioldgicas; dicha molécula se inserta espontineamente en una membrana en la mis-
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ma orientacién que el dominio GPCR de transmembrana del que deriva; y dicha molécula modula una propiedad o
actividad bioldgica de dicho GPCR alterando la estructura u organizacioén de dicho GPCR.

En una realizacidn particular, las moléculas contienen un grupo de cabeza no peptidico hidrofilico negativamente
cargado y una cola no cargada, que asegura la correcta orientaciéon de la molécula en la membrana celular. En otra
realizacion, el grupo de cabeza negativamente cargado es uno o mds aminodcidos acidos.

Otra realizacién es una molécula moduladora de GPCR aislada que tiene un péptido o peptidomimético que es
un andlogo estructural de una porcién de un dominio de transmembrana de CXCR4, donde dicha porcién de dicho
dominio de transmembrana tiene una secuencia seleccionada entre:

LLFVITLPFWAVDAVANWYGNDD,
LLFVITLPFWAVDAVANDD-OH,
VYVGVWIPALLLTIPDFIFANDD-OH,
VILILAFFACWLPY YIGISID-OH,
DDEALAFFHCCLNPILYAFL-NH, y

DDSITEALAFFHCCLNPIL Y AFL-NH,,

y donde dicha molécula modula una actividad bioldgica de dicho CXCR4. La actividad CXCR4 modulada por dicho
péptido incluye la inhibicién de la liberacién de Ca** intracelular mediada por CXCR4 y la inhibicién de la infeccion
por VIH mediada por CXCR4.

La invencién también incluye las moléculas de la invencién para uso en un método terapéutico consistente en
modular una actividad biolégica de un GPCR de interés por contacto de una célula que expresa dicho GPCR con
una molécula de la invencién. En un método, el GPCR de interés es CXCR4, CCRS5 o CCR2 y la actividad biolégica
modulada es la inhibicién de la infeccién por VIH mediada por GPCR. En otro método, el GPCR de interés es CXCR4
y la actividad biolégica modulada es la inhibici6n de la liberacién de Ca?* intracelular mediada por CXCR4.

Otra realizacién es el uso de una molécula moduladora de GPCR de la invencion para la fabricacién de un medica-
mento para inhibir la infeccién por VIH-1, donde el contacto de una célula que expresa el GPCR con dicha molécula
inhibe la infeccién por VIH-1. El péptido o peptidomimético puede ser un andlogo estructural de una porcién de un
dominio de transmembrana de CXCR4 o CCRS. El péptido correspondiente a regiones TM o CXCR4, un GPCR que
funciona como correceptor durante la entrada en la célula del VIH, fue disefiado y estudiado en células y dio una
potente inhibicién de la entrada del VIH sin aparente toxicidad para las células.

Se demuestra la utilidad de este uso abordando especialmente el CXCR4 que funciona como correceptor durante
la entrada en la célula de cepas trépicas de células T de VIH-1. Los péptidos que contenian 20-25 residuos de ami-
nodcidos inhibfan la sefializacién de receptores y la infeccién por VIH-1 in vitro a concentraciones de tan sélo 0,2
micromolar.

En una realizacién, las moléculas de la presente invencién imitan un dominio de transmembrana del receptor
seleccionado y bloquean la autoorganizacion de ese receptor, posiblemente por inhibicién competitiva con el dominio
TM nativo. Bloquean o inhiben asi la transduccién de sefial en la célula afectada.

La invencién también incluye andlogos peptidicos peptidomiméticos que poseen propiedades beneficiosas tales
como una mayor vida media, falta de inmunogenicidad y capacidad para cruzar la barrera hematoencefalica.

Los andlogos peptidicos de la invencién median en los efectos quimicos y/o biolégicos de agonistas/antagonistas
de hormonas u otros péptidos. Se cree que son utiles para el desarrollo de técnicas farmacéuticas, terapéuticas y diag-
nésticas. En consecuencia, los andlogos son usados en métodos para producir una respuesta profilactica o terapéutica
en un mamifero por administracién al mamifero de una cantidad farmacéuticamente efectiva de uno o mas andlogos
peptidicos de la invencién. En realizaciones preferidas, se usan los andlogos en métodos para producir tales respuestas
por modulacién de la actividad de al menos un receptor unido a proteina G de mamifero administrando una cantidad
efectiva de uno o mds andlogos peptidicos de la invencién.

En otra realizacién, un péptido de la invencién puede modular la actividad biol6gica de mas de un GPCR. En otra
realizacion, se administran mds de un péptido de la invencién como un céctel para modular la actividad bioldgica de
mds de un GPCR.
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Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Eficacia anti-VIH y toxicidad del ensayo F-2-2. Se infectaron células CEM-SS con la cepa LAV de VIH-
1.

Figura 2. Eficacia anti-VIH y toxicidad de F-4-2 en citoproteccion. Se infectaron células CEM-SS con la cepa RF
de VIH-1, que causa la muerte celular si el inhibidor de la infeccién no esta presente.

Figura 3. El modelo propuesto de accion de los antagonistas de transmembrana.

Definiciones

Una “proteina G” es cualquier miembro de la superfamilia de proteinas de unién a nucleétidos de guanina de
transduccion de sefal.

Un “receptor copulado a proteina G” es cualquier miembro de una superfamilia de receptores que media en la
transduccién de sefial copuldndose con una proteina G. Como ejemplos de tales receptores, se incluyen, aunque sin
limitacién: el receptor de quimiokina CC 5 (CCRS), el receptor de quimiokina CXC (CXCR4), el receptor de tipo
A de colecistokinina (CCKAR), los receptores de adenosina, los receptores de somatostatina, los receptores de do-
pamina, los receptores colinérgicos muscarinicos, los receptores alfa-adrenérgicos, los receptores beta-adrenérgicos,
los receptores de opidceos, los receptores de cannabinoides, el factor de liberacion de 1la hormona del crecimiento, el
glucagon, los receptores de AMPc, los receptores de serotonina (5-HT), los receptores de histamina H2, los receptores
de trombina, los receptores de quinina, los receptores de la hormona estimulante del foliculo, las opsinas y rodopsinas,
los receptores odoriferos, los GPCR de citomegalovirus, los receptores de histamina H2, los receptores de octopanmi-
na, los receptores de N-formilo, los receptores de anafilatoxina, los receptores del tromboxano, los receptores de IL-
8, los receptores del factor activador de plaquetas, los receptores de endotelinas, el receptor del péptido liberador de
bombesina gastrina, los receptores de bombesina que prefieren neuromedina B, los receptores del péptido intestinal
vasoactivo, los receptores de neurotensina, los receptores de bradiquinina, los receptores de la hormona liberadora de
tirotropina, los receptores de la substancia P, los receptores de neuromedina K, los receptores de tipo I de la angio-
tensina II renal, los receptores del oncogén mas (angiotensina), los receptores de lutropina-coriogonadotropina, los
receptores de tirotropina, los receptores de la hormona estimulante del foliculo, los receptores de cannabinoides, los
receptores inducidos por glucocorticoides, los GPCR de las células endoteliales, los GPCR del testiculo y los GPCR
de la aorta tordcica, y homoélogos de los mismos que tienen una homologia de al menos un 80% con al menos uno
de los dominios de transmembrana 1-7, como se describe aqui. Véase, v.g., Probst y col., DNA and Cell Biology 11:
1-20 (1992), aqui incorporado en su totalidad como referencia. El término abarca ademds subtipos de los receptores
nombrados y mutantes y homdlogos de los mismos, junto con las secuencias de ADN que los codifican.

El término “membrana” se refiere en general a una bicapa lipidica. Preferiblemente, la bicapa lipidica es la mem-
brana plasmatica que delimita una célula, pero puede ser cualquier membrana celular. El término membrana incluye
también estructuras de bicapa, tales como liposomas artificiales.

El término “polipéptido GPCR” incluye polipéptidos que tienen una secuencia de aminodcidos que corresponde
substancialmente a al menos un fragmento de 10 a 50 (v.g., 10, 20, 25 6 30 residuos) aminoécidos y/o una secuencia
homéloga de un GPCR conocido o grupo de GPCR, donde el polipéptido GPCR tiene homologia de al menos un 8§0%,
tal como un 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 6 100% de homologia, manteniendo
actividad moduladora de GPCR, donde un polipéptido GPCR de la presente invencion no es de origen natural o es de
origen natural, pero estd en forma purificada o aislada que no aparece en la naturaleza.

Preferiblemente, un polipéptido GPCR de la presente invencién corresponde substancialmente a un dominio de
transmembrana de un GPCR. También se prefieren polipéptidos GPCR en los que la secuencia de aminoacidos del
GPCR tiene una longitud de 5-10 a 50 aminodcidos, tal como 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 6 50
aminodcidos, o cualquier rango dentro de éste.

El término “se inserta espontdneamente en una membrana” significa que un péptido que se pone en contacto
con una membrana se autoorganizard, en condiciones fisioldgicas, en la bicapa lipidica de tal forma que la porcién
hidrofébica del péptido esté dentro de la membrana y cualquier extremo cargado quede expuesto a cualquiera de
las superficies de una membrana. Preferiblemente, las moléculas de la presente invencidn que tienen una carga neta
negativa en un extremo se orientardn de tal forma que el extremo cargado dé a la superficie extracelular de la célula.

El término “célula tumoral” o “célula cancerosa” o “célula neopldsica” denota una célula que demuestra una
proliferacién no regulada inapropiada. Se dice que una linea celular es “maligna” si, cuando se inyecta la linea celular
en un animal hospedador, el animal hospedador desarrolla tumores o cadnceres que son anapldsicos, invasivos y/o
metastaticos. Un tumor “humano” estd constituido por células que tienen cromosomas humanos. Dichos tumores
incluyen los de un paciente humano y tumores resultantes de la introduccién de una linea celular maligna humana en
un animal no humano si las células de dichos tumores tienen cromosomas humanos.
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CLINT3

Los términos “tratamiento del cancer”, “terapia del cdncer” y similares significan generalmente un tratamiento que
causa cualquier mejoria en un mamifero que tiene un cincer, donde la mejoria se debe al tratamiento con un péptido
de la invencién. La mejoria puede ser subjetiva u objetiva. Por ejemplo, si el mamifero es humano, el paciente puede
notar un mayor vigor o vitalidad o un menor dolor como sintomas subjetivos de mejorfa o respuesta a la terapia.
Alternativamente, el clinico puede observar una disminucién en el tamafio del tumor o en la carga tumoral en base al
examen fisico, a los parametros de laboratorio, a los marcadores tumorales o a los hallazgos radiograficos.

La expresion “inhibicién del crecimiento tumoral [o celular]” significa generalmente que la velocidad de aumento
en la masa, el tamafio, el nimero y/o el metabolismo de las células y/o tumores tratados es mdas lenta como resultado
del tratamiento que la de las células y/o tumores no tratados. El crecimiento de una linea celular o tumor se dice que
es “inhibido” por un tratamiento si, cuando se estudia por medios tales como la incorporacién de radioisétopos a las
células, las células tratadas aumentan en nimero a un ritmo menor que la velocidad de proliferacién de las células
control no tratadas, y preferiblemente menor de aproximadamente el 50% de la velocidad de proliferacién de las
células no tratadas. Mds preferiblemente, la velocidad de crecimiento se inhibe en al menos un 80%. Si se estudia el
crecimiento por un medio tal como plaqueo en metilcelulosa, se dice que el crecimiento de una linea celular resulta
“inhibido” si las células tratadas dan lugar a menos que el nimero de colonias que crecen a partir de un nimero
similar de células no tratadas. Preferiblemente, el nimero de colonias procedentes de células tratadas es menor de
aproximadamente el 70% del nimero procedente de células no tratadas. Mds preferiblemente, el nimero de colonias
se reduce en al menos un 50%. “Inhibicién del crecimiento celular” también incluye el crecimiento cero y, lo que es
mads importante, la consiguiente muerte de las células tumorales y la erradicacion del tumor. Cuando se mide in vivo,
la “inhibicion del crecimiento tumoral” abarca menos tumores 0 mds pequefios (por ejemplo, de menor didmetro) en
comparacién con los animales control o los pacientes no tratados. La progresién de un tumor se refiere a fenémenos
distintos del crecimiento, tales como cambios morfolégicos y fisiologicos y cambios en la expresion génica y proteica.

Se puede evaluar la inhibicién por cualquier método aceptado para medir si el crecimiento o el tamafio del tumor
y/o el aumento de células cancerosas o tumorales se han enlentecido, detenido o revertido. Esto incluye la observacién
directa y la evaluacién indirecta, tal como sintomas subjetivos o signos objetivos. El clinico puede observar una
reduccién del tamafio tumoral o de la carga tumoral (nimero de tumores) en base al examen fisico, a los pardmetros
de laboratorio, a los marcadores tumorales o a los hallazgos radiograficos. Alternativamente, si el mamifero es un
humano, el paciente puede observar un mayor vigor o vitalidad o un menor dolor como sintomas subjetivos de mejoria
o respuesta a la terapia. Algunos signos de laboratorio que el clinico puede observar como respuesta a la terapia
incluyen la normalizacién de pruebas tales como el recuento de células blancas de la sangre, el recuento de células rojas
de la sangre, el recuento de plaquetas, la velocidad de sedimentacion de los eritrocitos y diversos niveles enzimaticos
tales como las transaminasas y las hidrogenasas. Adicionalmente, el clinico puede observar una reduccién en un
marcador tumoral detectable tal como el antigeno especifico prostatico (PSA) o el antigeno corioembrionario (CEA).
Alternativamente, se pueden usar otras pruebas para evaluar la mejoria objetiva, tales como sonogramas, barridos de
tomografia axial computerizada, barridos de resonancia magnética nuclear y pruebas de emision de positrones.

El término “péptido de transmembrana GPCR” puede incluir un fragmento de dominio de transmembrana GPCR
y/o un péptido homélogo del mismo, de al menos 5-50, y preferiblemente de 5-30, y preferiblemente de al menos 10-
30 aminoécidos de longitud, tal como 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 6 50 aminodcidos, o cualquier rango
dentro de éste o cualquier secuencia correspondiente que tenga substituciones conservadoras de aminoacidos. Como
muestras de péptidos de transmembrana de la invencidn, se incluyen, aunque sin limitacién, los péptidos enlistados
en la Tabla I de la presente descripcién. Un péptido de transmembrana preferido de la presente invencién, cuando
contacta con una estructura celular o de membrana (v.g., liposoma) que contiene un GPCR biolégicamente activo,
modula la actividad biolégica de dicho GPCR in vitro, in vivo o in situ. La concentracion del péptido en una solucién
que contacta con la célula in vivo (v.g., plasma sanguineo o fluido intersticial) o in vitro (v.g., medio de cultivo) es
de entre 1 nanomolar y 50 micromolar, preferiblemente de entre 1 nanomolar y 1 micromolar y mas preferiblemente
menor de 5 micromolar.

El término “residuo” se refiere a un aminodcido o mimético de aminoécido incorporado en un oligopéptido por un
enlace amida o un mimético de enlace de amida.

“Cargado negativamente” se refiere a aquellos aminodcidos, derivados de aminoacidos, miméticos de aminoacidos
y restos quimicos que estdn cargados negativamente a pH fisioldgico. Como aminodcidos cargados negativamente, se
incluyen, por ejemplo, Asp y Glu. Un residuo “4cido” es un residuo que esta cargado negativamente a pH fisiolégico.

“Cargado positivamente” se refiere a aquellos aminodcidos, derivados de aminoécidos, miméticos de aminoacidos
y restos quimicos que estdn cargados positivamente a pH fisiol6gico. Como aminoécidos cargados positivamente, se
incluyen, por ejemplo, Lys y Arg. Un “residuo bédsico” es un residuo que estd positivamente cargado a pH fisiolégico.

“Neutro” se refiere a aquellos aminodcidos, derivados de aminoacidos, miméticos de aminoacidos y restos quimi-
cos que no estan cargados ni positiva ni negativamente a pH fisiolégico.

Secuencia “consenso” se refiere a péptidos que son distintos de las secuencias GPCR conocidas en cuanto a carac-
teristicas estructurales criticas, pero que derivan de secuencias consenso de los dominios de transmembrana de GPCR
1-7 hom6logos. Dichos péptidos consenso pueden ser derivados por modelado molecular, eventualmente combinado
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con andlisis de hidrofobicidad y/o ajuste a hélices modelo, como ejemplos no limitativos. Dicho modelado puede ser
realizado segin etapas de métodos conocidos usando algoritmos de modelado conocidos, tales como, aunque sin limi-
tacién, ECEPP, INSIGHT, DISCOVER, CHEM-DRAW, AMBER, FRODO y CHEM-X. Dichos algoritmos comparan
dominios de transmembrana entre receptores copulados a proteina G relacionados, determinan probables estructuras
con energia minimizada y definen fragmentos polipeptidicos consenso alternativos.

Se dice que una secuencia de aminodcidos o de dcido nucleico de un polipéptido GPCR de la presente invencién
“se corresponde substancialmente” con otra secuencia de aminoédcidos o de acido nucleico, respectivamente, si la
secuencia de aminodcidos o dcido nucleico en ambas moléculas proporciona polipéptidos que tienen actividad biold-
gica que es substancialmente similar, cualitativa o cuantitativamente, a la del correspondiente fragmento de al menos
un dominio de transmembrana GPCR, o que pueden ser sinérgicos cuando dos o mds dominios de transmembrana,
secuencias consenso u homélogos de los mismos estan presentes.

Adicional o alternativamente, dichas secuencias “substancialmente correspondientes” de polipéptidos GPCR in-
cluyen substituciones conservadoras de aminodcidos o nucleétidos o substituciones de codones de nucleétidos dege-
nerativas, donde las substituciones individuales de aminoacidos o nucle6tidos son bien conocidas en la técnica.

El término “modula una propiedad o actividad bioldgica” significa que, en presencia de un péptido de transmem-
brana de ensayo, un pardmetro o fendmeno biolégico mensurable aumenta o disminuye en relacién a un control en
ausencia de dicho péptido. Como ejemplos de propiedad o actividad biolégica, se incluyen: la conformacion del GP-
CR, la asociacion del GPCR con otras moléculas, la transduccién de sefial, la secrecién extracelular de proteinas
celulares, los cambios conformacionales en proteinas, los cambios en la actividad enzimatica, los cambios en la activi-
dad metabdlica, los cambios en la afinidad por un ligando, los cambios en los niveles de infeccién virica, los cambios
en la vasodilatacion, la modulacién del ritmo cardiaco, la modulacion de la broncodilatacion, la modulacion de las
secreciones endocrinas y la modulacién del peristaltismo intestinal. Obsérvese que la actividad biolégica del GPCR
no necesita ser una que esté limitada al papel preciso in vivo desempefiado por el GPCR. El término también cubre las
propiedades del GPCR, tales como la unién a proteinas viricas, que no son parte del papel bioldgico in vivo del GPCR.
También cubre las propiedades intrinsecas de los GPCR que son sélo desentrafiadas por manipulacién experimental
en el laboratorio, tales como la capacidad de los GPCR en bicapas artificiales (v.g., liposomas) para interaccionar con
ligandos de GPCR.

“Transduccion de sefial” es el proceso mediante el cual se traduce 1a unién de un ligando a un receptor en un cambio
fisiolégico. En general, la unién de un ligando a un receptor provoca un cambio en una propiedad fisica del receptor,
por ejemplo un cambio en su conformacion, o en su orientacion, o en su capacidad para unirse a otros ligandos. Este
cambio en una propiedad fisica puede dar lugar, directa o indirectamente, a mayores o menores flujos de iones, a
mayor o menor actividad enzimadtica, a mayor o menor desfosforilacién, a mayor o menor translocacion del receptor
o de cualquier molécula (v.g., un resto de inositol o una subunidad de proteina G) de un compartimento celular a otro.

“Ligandos GPCR” se refiere a moléculas bioldgicas que se unen a los GPCR in vitro, in situ o in vivo y pueden
incluir hormonas, neurotransmisores, virus o dominios de unién a receptores de los mismos, proteinas G, opsinas,
rodopsinas, nucledsidos, nucledtidos, factores de la cascada de coagulacion, odorizantes o feromonas, toxinas, factores
estimulantes de colonias, factores de activacién plaquetaria, péptidos neuroactivos, neurohumor o cualquier compuesto
biolégicamente activo, tal como farmacos o compuestos sintéticos o de origen natural.

La expresion “inhibe la infeccién por VIH” significa que un péptido de la invencién inhibe la unién de un VIH a
un GPCR o inhibe una actividad bioldgica del GPCR que media en la entrada y en la reproduccién exitosa de un virus
VIH en una célula que expresa GPCR.

El término “cantidad efectiva” significa una dosificacion suficiente para producir un resultado deseado. El resultado
deseado puede consistir en cambios subjetivos u objetivos en la actividad biolégica de un GPCR, especialmente la
transduccién de sefial. Las cantidades efectivas del polipéptido o composicién GPCR, que pueden también incluir un
derivado funcional del mismo, son de aproximadamente 0,01 microgramos a aproximadamente 100 mg/kg de peso
corporal, y preferiblemente de aproximadamente 10 microgramos a aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal, tal
como 0,05, 0,07, 0,09, 0,1, 0,5, 0,7, 0,9, 1, 2, 5, 10, 20, 25, 30, 40, 45 6 50 mg/kg.

Una “substitucion conservadora”, cuando se describe una proteina, se refiere a un cambio en la composicién de
aminodcidos de la proteina que no altera substancialmente la actividad de la proteina. Asi, “variaciones conservadora-
mente modificadas” de una secuencia de aminodcidos particular se refiere a substituciones de aminodcidos de aquellos
aminodcidos que no son criticos para la actividad de la proteina o a substituciéon de aminoécidos con otros aminoaci-
dos que tienen propiedades similares (v.g., cidos, bdsicos, cargados positiva o negativamente, polares o no polares,
etc.), de tal forma que las substituciones incluso de aminodcidos criticos no alteran substancialmente la actividad. Se
conocen bien en la técnica tablas de substituciones conservadoras que proporcionan aminodcidos funcionalmente si-
milares. Dichas substituciones son preferiblemente realizadas segtin la lista siguiente, cuyas substituciones pueden ser
determinadas por experimentacion rutinaria y proporcionan propiedades estructurales y funcionales modificadas de
una molécula polipeptidica sintetizada, manteniendo al mismo tiempo la unién a receptores, o inhibiendo o imitando
la actividad bioldgica, segtin se determina mediante ensayos conocidos de actividad de los receptores GPCR.
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Residuo Ejemplo de
original substitucién
Ala Gly:;Ser

Arg Lys

Asn Gln;His
Residuo Ejemplo de
original substitucidn

Asp Glu

Cys Se

Gln Asn

Glu Asp

Gay Ala;Pro

His Asn;Gln

Ile Leu;Vval

Leu Ile;VvVal

Lys Arg;Gln;Glu

Met Leu;Tyr;1lle

Phe Met;Leu;Tyr

Se Thr
Residuo Ejemplo de
original substitucidén

Thr Se

Trp Tyr

Tyr Trp;Phe

Val Ile;Leu

Dicho de manera diferente, los seis grupos siguientes contienen cada uno aminodcidos que son substituciones
conservadoras entre si:

1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T);
2) Acido aspartico (D), Acido glutdmico (E);
3) Asparragina (N), Glutamina (Q);
4) Arginina (R), Lisina (K);
5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V), y
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W).
Véase también Creighton (1984) PROTEINS, W.H. Freeman and Company. Ademas, las substituciones, deleciones
o adiciones individuales que alteran, afiaden o suprimen un solo aminodcido o un pequefio porcentaje de aminoacidos
en una secuencia codificada son también “variaciones conservadoramente modificadas”.
El término “identidad substancial” o “similitud substancial” en el contexto de un polipéptido indica que un poli-
péptido tiene una secuencia que puede tener una identidad de secuencia del 40% con una secuencia de referencia, o

preferiblemente del 70%, o mas preferiblemente una identidad de secuencia del 85% con la secuencia de referencia,
o maés preferiblemente una identidad del 90% sobre una ventana de comparacion de aproximadamente 10-20 residuos
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de aminodcido. “Porcentaje de identidad de aminoécidos” o “porcentaje de identidad en la secuencia de aminodcidos”
se refiere a una comparacién de los aminodcidos de dos polipéptidos que, cuando se alinean dptimamente, tienen
aproximadamente el porcentaje designado de los mismos aminodcidos. Por ejemplo, “un 95% de identidad de ami-
nodcidos” se refiere a una comparacion de los aminodcidos de dos polipéptidos que, cuando se alinean éptimamente,
tienen un 95% de identidad de aminodacidos. Preferiblemente, las posiciones de residuos que no son idénticos difieren
por substituciones conservadoras de aminodcidos. Como los aminodcidos substituidos tienen propiedades similares,
las substituciones no cambian las propiedades funcionales de los polipéptidos. Una indicacién de que dos secuencias
polipeptidicas son substancialmente idénticas es que un péptido es inmunolégicamente reactivo con anticuerpos pro-
ducidos contra el segundo péptido. Asi, un polipéptido es substancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por
ejemplo, cuando los dos péptidos difieren sélo por una substitucion conservadora. Una indicacién de que dos secuen-
cias de dcidos nucleicos son substancialmente idénticas es que el polipéptido al que codifica el primer 4cido nucleico
presenta reaccién inmunolégicamente cruzada con el polipéptido codificado por el segundo dcido nucleico. Otra indi-
cacion de que dos secuencias de dcido nucleico son substancialmente idénticas es que las dos moléculas se hibridan
entre si en condiciones estrictas.

Para la comparacion de secuencias, tipicamente una secuencia actia como una secuencia de referencia, con la
que se comparan secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacién de secuencias, se introducen las
secuencias de ensayo y de referencia en un ordenador, se designan las coordenadas de subsecuencia, si es necesario,
y se designan los pardmetros del programa del algoritmo de secuencias. El algoritmo de comparacién de secuencias
calcula entonces el porcentaje de identidad de secuencia para la(s) secuencia(s) de ensayo en relacién a la secuencia
de referencia, en base a los pardmetros del programa designados.

Se puede realizar la alineacién 6ptima de secuencias para comparacion, v.g., por el algoritmo de homologia local
de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), por el algoritmo de alineacion de homologia de Needleman
y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), por el método de bisqueda de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Nat’l.
Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988), por implementaciones computerizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y
TFASTA en el Paquete de Programas de Genética de Wisconsin, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison,
WI), o por inspeccién visual (véase, en general, Ausubel y col., antes citado).

Un ejemplo de un algoritmo util es PILEUP. PILEUP crea una alineacién de secuencia miiltiple a partir de un grupo
de secuencias relacionadas usando alineaciones progresivas por pares para mostrar la relacién y el porcentaje de identi-
dad de secuencia. También representa un arbol o dendrograma que muestra las relaciones de agrupamiento usadas para
crear la alineacién. PILEUP usa una simplificacién del método de alineacidén progresiva de Feng y Doolittle, J. Mol.
Evol. 35: 351-360 (1987). El método empleado es similar al método descrito por Higgins y Sharp, CABIOS 5:151-
153 (1989). El programa puede alinear hasta 300 secuencias, cada una de una longitud maxima de 5.000 nucleétidos o
aminodcidos. El procedimiento de alineacién multiple comienza con la alineacién por pares de las dos secuencias mas
similares, produciendo un grupo de dos secuencias alineadas. Este grupo es luego alineado con la siguiente secuencia
o grupo de secuencias alineadas mas relacionadas. Dos grupos de secuencias son alineados por una extensién simple
de la alineacién por pares de dos secuencias individuales. Se consigue la alineacion final por una serie de alineaciones
progresivas por pares. Se desarrolla el programa designando secuencias especificas y sus coordenadas de aminoacidos
o nucledtidos para regiones de comparacién de secuencias y designando los pardmetros del programa. Por ejemplo, se
puede comparar una secuencia de referencia con otras secuencias de ensayo para determinar el porcentaje de relacién
de identidad de secuencia utilizando los siguientes pardmetros: peso de hueco por defecto (3,00), peso de longitud de
hueco por defecto (0,10) y huecos de extremos pesados.

Otro ejemplo de algoritmo adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencias y de similitud de
secuencias es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul y col., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). El programa
para realizar andlisis BLAST es de disponibilidad publica a través del National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo conlleva la identificacion primeramente de pares de secuencias de alta
puntuacién (HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia problema que o bien se correspondan
o bien satisfagan alguna puntuacién de umbral T de valor positivo cuando se alinean con una palabra de la misma
longitud en una secuencia de base de datos. Se hace referencia a T como el umbral de puntuacién de palabras de la
vecindad (Altschul y col., antes citado). Estos aciertos de palabras de la vecindad iniciales actdan como semillas para
iniciar bisquedas para encontrar HSP més largos que las contienen. Los aciertos de palabras son entonces prolongados
en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia hasta donde se puede aumentar la puntuacién de alineacién acumu-
lativa. Se detiene la prolongacién de los aciertos de palabras en cada direccidon cuando: la puntuacién de alineacién
acumulativa cae en la cantidad X desde su mdximo valor alcanzado; la puntuacién acumulativa va a cero o por debajo
de cero debido a la acumulacién de una o més alineaciones de residuos que puntian negativamente; o se alcanza el
extremo de cualquiera de las secuencias. Los pardmetros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y
la velocidad de la alineacion. El programa BLAST usa como defectos una longitud de palabras (W) de 11, alineaciones
de la matriz de puntuacién BLOSUMG62 (véase Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)) (B)
de 50, expectativa (E) de 10, M =5, N = -4 y una comparacion de ambas hebras.

Ademids de calcular el porcentaje de identidad de secuencia, el algoritmo BLAST también realiza un andlisis
estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, v.g., Karlin y Altschul, Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 90:5873-
5787 (1993)). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de la suma mas
pequefia (P(N)), que proporciona una indicacién de la probabilidad con la cual se produciria una correspondencia
entre dos secuencias de nucledtidos o de aminodcidos por azar. Por ejemplo, se considera que un 4cido nucleico
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es similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de la suma mds pequefia en una comparacién del acido
nucleico de ensayo con el 4cido nucleico de referencia es menor de aproximadamente 0,1, mds preferiblemente menor
de aproximadamente 0,01 y mds preferiblemente menor de aproximadamente 0,001.

El término “4cido nucleico” se refiere a deoxirribonucle6tidos o ribonucleétidos y polimeros de éstos en forma de
una sola o de doble hebra. A menos que se limite especificamente, el término incluye dcidos nucleicos que contienen
andlogos conocidos de nucledtidos naturales que tienen propiedades de unidn similares al dcido nucleico de referencia
y se metabolizan de forma similar a los nucledtidos naturales. A menos que se indique en contrario, una secuencia
de 4cido nucleico particular también incluye implicitamente variantes de la misma conservadoramente modificadas
(v.g. substituciones de codones degenerados) y secuencias complementarias, asi como la secuencia explicitamente
indicada. Concretamente, se pueden conseguir sustituciones de codones degenerados generando secuencias en las que
la tercera posicién de uno o mas codones seleccionados (o de todos) esta substituida con residuos de bases mixtas
y/o desoxiinosina (Batzer y col., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka y col., J. Biol. Chem. 260:2605-2608
(1985); y Cassol y col., 1992; Rossolini y col., Mol. Cell. Probes 8: 91-98 (1994)). Se usa el término dcido nucleico
indistintamente con gen, ADNc y ARNm codificado por un gen.

La expresion “una secuencia de dcido nucleico codificante” se refiere a un dcido nucleico que contiene informacién
de secuencia para un ARN estructural tal como ARNr, un ARNt o la secuencia primaria de aminodcidos de una
proteina o péptido especificos, o un sitio de unién para un agente regulador de trans-accion. Esta expresion incluye
especificamente codones degenerados (es decir, diferentes codones que codifican para un solo aminoacido) de la
secuencia o secuencias nativas que pueden ser introducidos para conformarse a la preferencia de codones en una
célula huésped especifica.

“Sondas de 4cido nucleico” pueden ser fragmentos de ADN o de ARN. Se pueden preparar fragmentos de ADN,
por ejemplo, digiriendo ADN plasmidico, o usando PCR, o se pueden sintetizar por el método de la fosforamidita
descrito por Beaucage y Carruthers, Tetrahedron Lett. 22:1859-1862 (1981), o por el método de los triésteres segtin
Matteucci, y col., J. Am. Chem. Soc., 103:3185 (1981), ambos aqui incorporados como referencia. Se puede obtener
entonces un fragmento de doble hebra, si se desea, hibridando las hebras simples quimicamente sintetizadas entre
si en condiciones apropiadas o sintetizando la hebra complementaria usando ADN polimerasa con una secuencia
cebadora apropiada. Cuando se da una secuencia especifica para una sonda de 4cido nucleico, se entiende que también
se identifica e incluye la hebra complementaria. La hebra complementaria funcionara igual de bien en situaciones en
las que el objetivo es un dcido nucleico de doble hebra.

Los términos “identidad substancial” o “identidad de secuencia substancial”, aplicados a secuencias de 4cidos nu-
cleicos y tal como se usan aqui, denotan una caracteristica de una secuencia polinucleotidica, donde el polinucle6tido
tiene una secuencia que tiene al menos un 85 por ciento de identidad de secuencia, preferiblemente al menos de un 90 a
un 95 por ciento de identidad de secuencia y més preferiblemente al menos un 99 por ciento de identidad de secuencia
en comparacién con una secuencia de referencia en una ventana de comparacién de al menos 20 posiciones nucleoti-
dicas, frecuentemente en una ventana de al menos 25-50 nucleétidos, donde el porcentaje de identidad de secuencia
es calculado comparando la secuencia de referencia con la secuencia polinucleotidica, que puede incluir deleciones
o adiciones que totalicen un 20 por ciento o menos de la secuencia de referencia en la ventana de comparacion. La
secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mayor.

La expresion “se une especificamente a un anticuerpo” o “especificamente inmunorreactivo con”, cuando hace
referencia a una proteina o péptido, se refiere a una reaccién de unién que es determinativa de la presencia de la pro-
tefna en presencia de una poblacién heterogénea de proteinas y de otros productos biol6gicos. Asi, en las condiciones
de inmunoensayo designadas, los anticuerpos especificados se unen a una proteina particular y no se unen en canti-
dad significativa a otras proteinas presentes en la muestra. La unién especifica a un anticuerpo en tales condiciones
puede requerir un anticuerpo seleccionado por su especificidad para una proteina particular. Se pueden usar una va-
riedad de formatos de inmunoensayo para seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos con una proteina
particular. Por ejemplo, se usan rutinariamente inmunoensayos de ELISA en fase s6lida para seleccionar anticuer-
pos monoclonales especificamente inmunorreactivos con una proteina. Véase Harlow y Lane (1988) ANTIBODIES,
A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Publications, New York, para una descripcion de formatos de
inmunoensayo y de condiciones que se pueden usar para determinar la inmunorreactividad especifica.

Descripcion detallada

Todas las referencias aqui citadas, incluyendo los articulos de revistas o resimenes, solicitudes de patente EE.UU.
o extranjeras publicadas o correspondientes, patentes EE.UU. o extranjeras concedidas o cualquier otra referencia,
quedan incluidas aqui en su totalidad, incluyendo todos los datos, tablas, figuras y texto presentados en las referencias
citadas. Adicionalmente, los contenidos de las referencias citadas en las referencias aqui citadas quedan también
incorporados en su totalidad a modo de referencia.

La presente invencion se basa parcialmente en evidencias de que los dominios de transmembrana (TM) de los
GPCR interaccionan de una forma especifica en el montaje de las moléculas de los receptores. Estas interacciones no
conducen a una estructura rigida, ya que se requiere algo de flexibilidad para permitir hacer cambios conformacionales
después de la unién de ligandos para obtener la capacidad de la molécula para dar una sefial desde la superficie celular
hasta las partes intracelulares. También se demostré para varios GPCR que los dominios de transmembrana estin
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implicados en la unién de ligandos y por ello contienen aberturas que permiten la penetracién de los ligandos. Informes
de que la expresion de dominios de transmembrana ausentes rescata receptores truncados inactivos de vasopresina V2,
beta-adrenérgicos y muscarinicos M3 (Schoneberg y col., EMBO J. 15: 1283 (1996); Wong y col., J. Biol. Chem.
265: 6219 (1990); Monnot y col., J. Biol. Chem. 271: 1507 (1996); Gudermann y col., Annu. Rev. Neurosci. 20: 399
(1997); Osuga y col., J. Biol. Chem. 272: 25006 (1997)) sugirieron que el péptido derivado del sexto dominio de
transmembrana del receptor P2-adrenérgico resultaba inhibir la activacion y dimerizacién de receptores (Hebert y col.,
J. Biol. Chem., 271 (27): 16384-92 (1996)). Todas estas observaciones nos sugerian que dirigirse a las interacciones
de transmembrana de los GPCR puede regular especificamente la funcién de los GPCR.

La naturaleza hidrofébica de los péptidos de transmembrana hace altamente probables sus penetraciones en la
bicapa. La orientacién dentro de la membrana puede ser controlada por adicién de residuos cargados al extremo que
se supone que es extracelular.

1. Péptidos GPCR

Los polipéptidos GPCR de la presente invencidn, o los dcidos nucleicos que los codifican, incluyen un grupo
finito de secuencias substancialmente correspondientes como péptidos o polinucleétidos de substitucién que pueden
ser rutinariamente obtenidos por alguien con conocimientos ordinarios en la técnica, sin excesiva experimentacion,
en base a las ensefianzas y a las directrices que aqui se presentan. Para una descripcion detallada de la quimica y
estructura de las proteinas, véase Schulz y col., PRINCIPLES OF PROTEIN STRUCTURE, Springer-Verlag, New
York, 1978, y Creighton, T. E., PROTEINS: STRUCTURE AND MOLECULAR PROPERTIES, W. H. Freeman &
Co., San Francisco, 1983. Para una presentacion de substituciones de secuencias nucleotidicas, tales como preferencias
de codones, véase Ausubel y col., antes citado, en las secciones A.1.1-A.1.24, y Sambrook y col., antes citado, en los
Apéndices Cy D.

Los polipéptidos GPCR incluyen secuencias homoélogas y/o fragmentos de al menos uno de los dominios de trans-
membrana 1-7 de uno o mas GPCR u homélogos de los mismos, cuyos polipéptidos GPCR no son de origen natural
y/o se presentan en forma aislada y/o purificada que no se encuentra en la naturaleza.

Sin embargo, en el contexto de la presente invencion, se prefieren polipéptidos GPCR de mds de 15-20 aminoécidos
para que los polipéptidos GPCR sean capaces de extenderse por la bicapa lipidica.

Se prefiere en particular seleccionar los péptidos de la invencién o modificarlos de tal forma que un extremo esté
cargado y el otro sea neutro en condiciones fisioldgicas. Esto es para que el péptido se inserte espontdneamente en una
membrana. Es particularmente importante que el péptido se inserte en la misma orientacién que el dominio de GPCR
de transmembrana del que deriva.

Los péptidos de la invencién pueden derivar de cualquiera de los 7 dominios de TM. Como ejemplos ilustrativos no
limitativos de dominios de transmembrana TM1 y TM2 de GPCR que se usan para generar moléculas de la presente
invencidn, se incluyen los siguientes:

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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101
GPCRAelegans HPCEDIMGYV
GRH NLPTLTLSGK
TRH RAVVALEYQV
FSHprec NPCEDIMGYN
TSHprec NPCEDIMGYK
LH_CGprec NPCEDIMGYD
PGE_EP1 PNTSAVPPSG
PGE_EP2 SASLSFDRLN
PGE_EP3 QWLPPGE...
PGF SNTTCQTENR
PGI CRNLTYVRGS
TXA2 NITLEERRLI
PAF HMDSEFRYTL
M2 . ..YKTFEVV
M4 HNRYETVEMV
M1 ..GKGPWQVA
M3  LGGHTVWQVV
MS LERHRLWEVI
H1l KTTMASPQLM
H2 FCLDSTACKI
SHT1A ISDVTVSYQV
SHT1B QDSISLPWKV
SHT1D DPRTLQALKI
SHT1E IRPKTITEKM
SHT1F ELLNRMPSKI
SHT2A QEKN......
SHT2B IVEEQGNKLH
SHT2C ..QN......
SHTSA SSPLLSVFGV
SHTSBrat REPPFSAFTV
SHT6rat GPPPAPGGSG
SHT7 QINYGRVEKV
alphalA GGLVVSAQGV
alphalB ..QLDITRAI
alphalC PAPVNISKAI
alpha2a . .YSLQVTL
alpha2B QDPYSVQATA
alpha2Cl RGQYSAGAVA
alpha2C2 RGQYSAGAVA
betal EPLSQQWTAG
betaz QQRDEVWVVG
beta3 GLPGVPWEAA
betagturkey SWAAVLSRQW
D1A VVERDFSVRI
D2 DGKADRPHYN
D3 TGASQARPHA
D4 ASAGLAGQGA
DS GAPPLGPSQV
Al MPPSISAFQA
A2a ...MPIMGSS
A2b . .MLLETQDA
A3 NSTTLSLANV
OCdrome LAVPE.WEAL
ACTH RNNSDCPRVV
MSH QTGARCLEVS
MC3 SSSAFCEQVF
MC4 SDGGCYEQLF
MCS NKSSPCEDMG
melatonina DGARPSWLAS
oxitocina R. .RNEALAR
conopressinLs FHGVDEDLLK
V1A RDVRNEELAK

ES 2299 242 T3

™1

WLTVVSFMVG
IRVIVTFFLF
VTILLVLIIC
ILRVLIWFIS
FLRIVVWFVS
FLRVLIWLIN
ASPALPIFSM
SPVTIPAVMF
.SPAISSVMF
LSVFFSVIFM
VGPATSTLMF
ASPWFAASFC
F.PIVYSIIF
FIVLVAGSLS
FIATVTGSLS
FIGITTGLLS
FIAFLTGILA
TIAAVTAVVS
PLVVVLSTIC
TITVVLAVLI
ITSLLLGTLI
LLVMLLALIT
SLAVVLSVIT
LICMTLVVIT
LVSLTLSGLA
WSALLTAVVI
WAALLILMVI
WPALSIVIII
LILTLLGFLV
LVVTLLVLLI
WVAAALCVVI
VIGSILTLIT
GVGVFLAAFI
SVGLVLGAFI
LLGVILGGLI
TLVCLAGLLM
AIAAAITFLI
GLAAVVGFLI
GLAAVVGFLI
M.GLLMALIV
M.GIVMSLIV
LAGALLALAV
AVGAALSITI
LTACFLSLLI
YYATLLTLLI
YYALSYCALI
AALVGGVLLI
VITACLLTLLI
AYIGIEVLIA
VYITVELAIA
LYVALELVIA
TYITMEIFIG
LTALVLSVII
LPEEIFFTIS
ISDGLFLSLG
IKPEIFLSLG
VSPEVFVTLG
IAVEVFLTLG
ALACVLIFTI
VEVAVLCLIL
IEIAVQATIL
LEIAVLAVTF

12

AVALVANLVV
LLSATFNASF
GLGIVGNIMV
ILAITGNIIV
LLALLGNVFV
ILAIMGNMTV
TLGAVSNLLA
IFGVVGNLVA
SAGVLGNLIA
TVGILSNSLA
VAGVVGNGLA
VVGLASNLLA
VLGVIANGYV
LVTIIGNILV
LVIVVGNILV
LATVTGNLLV
LVTIIGNILV
LITIVGNVLV
LVITVGLNLLV
LITVAGNVVV
FCAVLGNACV
LATTLSNAFV
LATVLSNAFV
TLTTLLNLAV
LMTTTINSLV
ILTIAGNILV
IPTIGGNTLV
IMTIGGNILV
AATFAWNLLV
AATFLWNLLV
VLTAAANSLL
LLTIAGNCLV
LMAVAGNLLV
LFAIVGNILV
LFGVLCNILV
LLTVFGNVLV
LFTIFGNALV
VFTVVGNVLV
VFTVVGNVLV
LLIVAGNVLV
LAIVFGNVLV
LATVGGNLLV
LVIVAGNLLV
LSTLLGNTLV
AVIVFGNVLV
LAIVFGNGLV
GAVLAGNSLV
IWTLLGNVLV
LVSVDPGNVLV
VLAILGNVLV
ALSVAGNVLV
LCAIVGNVLV
VLTIIGNILV
IVGVLENLIV
LVSLVENALV
IVSLLENILV
VISLLENILV
VISLLENILV
VVDILGNLLV
LLALSGNACV
YMTLFGNGIV
AVAVLGNSSV

. LVILTTSQYK
LLILLTSHYK
LFVLLTSRY.
LALLAQARA.G
IVVLCKS. ..
LALLARRW.R
IAILMKAY.Q
LGILSARRPA
LSVLAGA. ..
LWVFARLY P
MVSI.KVN.R
MLSI.KVN.R
LISF.KVN.T
IVSF.KVN.K
MISF.KVN.S
LYAVRSER. .
CLAVGLNR. .
VAAIALER. .
IATVYRTR. .
LTTILLTR. .
"IMAIGTTK. .
IAAIIVTR. .
IMAVSLEK. .
ILAVSLEK. .
IMAVSMEK. .
LATILRVR..
LVTILRVR. .
IVLICTQP..
VISVCFVK. .
ILSVACNR. .
ILSVACKNR. .
ILSVACHR. .
IIAVFTSR. .
ILAVLTSR. .
VIAVLTSR. .
VIAVLTSR. .
IVAIAKTP. .
ITAIAKFE. .
IVAIAWTP. .
IVAIAKTP. .
CAAVIRFR. .
CMAVSREK. .
CMAVLKER. .
CVSVATER. .
CAAIVRSR. .
IWAVKVNQ. .
CWAVWLNS . .
CARVGTAN. .
ICVVKLNP. .
ILSVFTYK. .
LEAVFKNK. .
VATIAKNR. .
ILAVVRNG. .
IVAIAKNK. .
IGAIVKNK. .
ILSVYRNKXL
LLALRTTRQK
LLVLRLRRQK
LLAL.....,

150
..... RRLNV
KEKGKKLSRM

. . TKHMRTP
....... LTV
....... LNV
...... KLTV
RLRRRRSATT
. .RKEQKETT
SAGRRSSLSL
RFRQKSKA.S
RP...... SA
RQGGSHTRSS
CKKFNEIK. .
HLOT..... v
QLQT. .... v
ELKT..... v
QLKT..... v
QLKT..... v
KLHT..... v
RLRN..... L
SLON..... v
KLHT..... P
KLHT..... P
KLHQ. . ... P
KLHH. . ... P
KLON.....A
KLQY..... A
KLHN..... A
TFHR..... v
AFHR..... v
AVRN. .... T
KLRQ..... P
HLQT..... v
HLRT..... P
HLHS..... v
ALKA..... P
SLRA..... p
ALRA..... P
ALRA..... p
RLQT..... L
RLQT..... v
RIQT. . ... M
RIQT..... M
HLRSK. ...V
ALQT.. ... T
ALQT.....T
ALQT.. ... P
HLRAN....M
ALRD. .. .. A
NLOQN. . ... v
TIQT.. ... jod
SLQT. . ... T
PLRI..... \'
NLQA..... P
NLHS. . ... P
NLHS..... P
NLHS..... p
NLHS. . ... P
....... RNA
....... HSR
....... LTR
.HRTPRKTSR
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V1B

v2

CCK_A

CCK_B
NPY1

NTR

NK1

NK2

NK3
blueops
greenops
redops
rodopsina
violetopsGg

opsin_crab
ET_Aprec
ET_Bprec

ET_Cfrog

galanin
NMB

GRP

BRS3

deltaOP

kappaOP

muOP

OPRX

CB1

CcB2

SSTR1
SSTR2
SSTR3
SSTR4
SSTRS

iLsa

IL8B

ATla
ATlbrat
AT2

BK1

BK2

p2Y7

P2Yé

P2YS

P2Y4

P2Y3chick
P2Y2

P2Y1

THRprec
Csa

GPQ0lmouse
R334rat
GP21lmouse

GCRCmouse

TXKR
Gl10Drat
RDC1

BLR1

CLS

LCR1

EBI1
RBSlrat
EBI2
GCRTchick

APJ
RTArat
UHRrat
FMRL1
FMRL2

WLGRDEELAK
LDTRDPLLAR
PRPSKEWQPA
GAGTRELELA
DCHLPLAMIF
DVNTDIYSKV
QFVQPAWQIV
AFSMPSWQLA
QFVQPSWRIA
YHIAPVWAFY
YHIAPRWVYH
YHIAPRWVYH
YYLAEPWQFS
YHIAPPWAFY
FPPMNPLWYS
QTKITSAFKY
PIEIKETFKY
RAKIRHAFKY
PLFGIGVENF
GTTTELVIRC
DDWSHPGILY
DNSPGIEALC
GSASSLALAX
PAHISPAIPV
GSP.SMITAIX
GAFLPLGLKV
FMVLNPSQQL
YMILSGPQKT
TLSEGQGSAI
EPYYDLTSNA
SPAGLAVSGV
GDARAAG .MV
PAPSAGARAV
MLETETLNKY
EPESLEINKY
KAGRHNYIFV
KAGRHENYIFV
QKPSDKH. LD
APEAWDLLHR
QVEWLGWLNT
PSLGVEFISL
CVYREDFKRL
CSTEDSFKYT
CWFDEDFKFI
CTFHEEFKQV
CRFNEDFKYV
ALTKTGFQFY
GYLTSSWLTL
TSNTLRVPDI
AESEPELVVN
VESEPELVVN
GPATLLPSPR
AESQNPTVKA
.. .OPPWAVA
MELNENTKQV
NMPNKSVLLY
.. .MASFKAV
REENANFNKI
REENANFNKI
KKDVRNFKAW
UGDIVAFGTI
LYAHHSTARI
CSTEDSFKYT
EYTDWKSSGA
EQIATLPPPA
SLQLVHQLKG
EPAGHTVLWI
ESAGYTVLRI

ES 2299 242 T3

VEIGVLATVL
AELALLSIVF
VQILLYSLIF
IRITLYAVIF
TLALAYGAVI
LVTAVYLALF
LWAAAYTVIV
LWAPAYLALV
LWSLAYGVVV
LQAAFMGTVF
LTSVWMIFVV
LISVWMIFVV
MLAAYMFLLI
LQTAFMGIVF
ILGVAMIILG
INTVISCTIF
INTVVSCLVF
VITILSCVIF
VILVVFGLIF
VIPSLYLLIX
VIPAVYGVII
AIYITYAVII
AITALYSAVC
IITAVYSVVF
TIMALYSIVC
TIVGLYLAVC
AIAVLSLTIG
AVAVLCTLLG
LISFIYSVVC
VLTFIYFVVC
LIPLVYLVVC
AIQCIYALVC
LVPVLYLLVC
VVIIAYALVF
FVVIIYALVF
MIPTLYSIIF
MIPTLYSIIF
AIPILYYIIF
VLPTFIISIC
IQPPFLWVLF
LATILLSVAL
LLPPVYSVVL
LYGCVFSMVF
LLPVSYAVVF
LLPLVYSVVF
LLPVSYGVVC
YLPAVYILVF
FVPSVYTGVF
LALVIFAVVF
PWDIVLCSSG
PWDIVLCSSG
AWDVVLCISG
LLIVAYSFTI
LWSLAYGAVV
VLFVFYLAIF
TLSFIYIFIF
FVPVAYSLIF
FLPTIYSIIF
FLPTIYSIIF
FLPIMYSIIC
FLSIFYSLVF
VMPLHYSLVF
LYGCVFSMVF
LIPAIYMLVF
VINYIFLLLC
LIVMLYSIVV
FSLLVHGVTF
LPLVVLGVTF
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VLATGGNLAV
VAVALSNGLV
LLSVLGNTLV
LMSVGGNMLI
ILGVSGNLAL
VVGTVGNTVT
VTSVVGNVVV
LVAVTGNAIV
AVAVLGNLIV
LIGFPLNAMV
IASVFINGLV
TASVFTINGLV
VLGFPINFLT
AVGTPLNAVV
IICVLGNGMV
IVGMVGNATL
VLGIIGNSTL
LVGIVGNSTL
ALGVLGNSLV
TVGLLGNIML
LIGLIGNITL
SVGILGNAIL
AVGLLGNVLV
VVGLVGNSLV
VVGLFGNFLV
VGGLLGNCLV
TFTVLENLLV
LLSALENVAV
LVGLCGNSMV
IIGLCGNTLV
VVGLLGNSLV
LVGLVGNALV
AAGLGGNTLV
LLSLLGNSLV
LLSLLGNSLV
VVGIFGNSLV
VVGIFGNSLV
VIGFLVNIVV
FFGLLGNLFV
VLATLENIFV
AVGLPGNSFV
VVGLPLNVCV
VLGLIANCVA
VLGLGLNAPT
LLGLPLNAVV
VLGLCLNAVG
IIGFLGNSVA
VVSLPLNIMA
LVGVLGNALV
TLICCENAVV
TLICCENAVV
TLVSCENALV
VFSLFGNVLV
AVAVLGNLVV
VVGLVENVLV
VIGMIANSVV
LLGVIGNVLV
LTGIVGNGLV
LTGIVGNGLV
FVGLLGNGLV
TFGLVGNLLV
IIGLVGNLLA
VLGLIANCVA
LLGTTGNGLV
LCGLVGNGLV
VVGLVGNCLL
VFGVLGNGLV
VLGVLGNGLV

LRITIYQ. ...
LRITYKNK. .
LRITYKNK. .
ITVLARSK. .
VKIFITNS..
IKIFCTVK. .
IKVFFKTK. .
MFGIVRYT. .
MFVIIRYT..
MYVIVRYT. .
MYVILRHT. .
LCVILHSR. .
LYLILSSH. .
IYVILRYA. .
IYVILRYA. .
IYVVLRHT. .
IFVILRYA. .
IYVVLRFA. .
MLVILYSR. .
MLVILYSR. .
VIVIYFYM. .
VIVIYFYM..
VTLFCCQK. .
LLVFLLPR. .
LSVFCLHK. .
VWSILKRMQ.
IAQICASRR.
IYIFTFTLK.
LWLFIFRLR.
IGQIWLARK.
LYIFLCRLK.
TWMEVFHMK.
IVVFILKM. .
VWVTAFEA. .
VLIIF.HSPS
VLIIF.HSPS
VAIIV.GTPA
CHVIFK.NQR
IWIVLA.HKR
IC.VNCRRSG
VW.VNIQAXT
LV. ILERERQ
IL.VMGYQKK
IL.VMGYQKK
VL.TYIYFKR
VL.AULTNSRK
LV.VIVQNRK
IY.IFTFTLK
LWITVFRSSRE
LWFFGFSIK.
VLVIARVR. .
IWVA.GFR. .
IWVA.GFR..

...KM. . KTA
...KM. .KTA
SLRCR....P
QLRRK....P
...KM. . KTA
.. .KM. .KTI
...AS..PSV
...KM..KTA
...KM..KTV
...VG..RSV
...VG..RSV
...KL..KTV
...KL. .KTV
...GP..KKV

TRSSTE. ...
LRSMTDKYR.
LRSMTDKYR.
LKTMTDTY. .
SKSITDIY..
KINSTTLY. .
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£MLP
OLFlcatfish
OLF3catfish
OLF8catfish
OLF32Acatfish
OLF32Bcatfish
OLF32Ccatfish
OLF32Dcatfish
OLF47catfish
OLF202catfish
OLFCORlchicken
OLFCOR2chicken
OLFCOR3chicken
OLFCOR4chicken
OLFCORSchicken
OLFCOR6chicken
OLFdog

OLFO7E

OLF071

OLFO07J
OLFOR3mouse
OLFrat
OLFF3rat
OLFFSrat
OLFFérat
OLFFl2rat
OLFI3rat
OLFI7rat
OLFI8rat
OLFI9rat
OLFIl4rat
OLFIlSrat
OLFOR17_40
GUSTZ27rat

RPE

HHRF1

HHRF2

HHRF3

MCP-1A

MCP-1B
PPR1lbovine

GPCRAelegans
GRH
TRH

FSHprec
TSHprec
LH_CGprec
PGE_EP1
PGE_EP2
PGE_EP3
PGF

PGI
TXA2
PAF

M2

M4

M1

M3

M5

Hl

H2
SHT1A
SHT1B
SHT1D
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VSAGYLFLDI ITYLVFAVTIF VLGVLGNGLV IWVA.GFR.. ..... MTHTV
NGFYNIPHTK YYYAFLCIAY AVTVLGNSFI MCTIYLAR.. ..... SLHTA
TGLYNIPHAK YYYLFLCFVY TVTFLGNSFI MGTIYLAR.. ..... SLHTA
GFHDLGEWGP ILSIPYLLMF LLSSTSNLTL IYLIISQR.. ..... ALHSP
SGFSGIPFSQ YYFAFLIFIY IISLCGNSIV LFMILVDR.. ..... TLHIP
SGFSGIPFSQ YYFVFLIFIY IISLCGNSIV LFMILVDR.. ..... TLHIP
SGFSGIPFSQ YYFVFLIFIY IISLCGNSIV LFMILVDR.. ..... TLHIP
SGFSGIPFSQ YYFVFLIFIY IISLCGNSIV LFMILVDR.. ..... TLHIP
IAYNSLGNKN YLILALGIIY LITLLCNFTL LAIILMNS.. ..... SLONP
FPGLPPNYYG LVSVVMFFVY VCTLIGNCTF FTLFLREK.. ..... SLQKP
LTD.NPGLQM PLFMVFLAIY TITLLTINLGL IALISVDL.. ..... HLQTP
LTD.NPRLOM PLFMVFLVIY TTTLLTNLGL IALIGMDL.. ..... HLQTP
LTD.NPGLQM PLFMVFLAIY TITLLTNLGL IRLISVDL.. ..... HLQTP
LTD.NPGLQM PLFMVFLAIY TITLLTNLGL IRLISVDL.. ..... HLQTP
LTD.NPRLQOM PLFMVFLAIY TITLLANLGL IALISVDF.. ..... HLQTP
LTD.NPGLQM PLFMVFLAIY TITLLTNLGL IALIRIDL.. ..... QLQTP
LPI.DPDQRD LFYALFLAMY VTITILGNLLI IVLIQLDS.. ..... HLHTP
MSE.SPEQQQ ILFWMFLSMY LVTVVGNVLI ILAISSDS.. ..... RLHTP
LPI.QPEQQN LCYALFLAMY LTTLLGNLLI IVLIRLDS.. ..... HLHTP
FSS.FHEQQI TLFGVFLALY ILTLAGNIII VTIIRIDL.. ..... HLHTP
VSD.HPHLEI IFFAVILASY LLTLVGNLTI ILLSRLDA.. ..... RLHTP
LTK.QPELLL PLFFLFLVIY VLTVVGNLGM ILLIIVSP.. ..... LLHTP
FVE.NKDLQP LIYGLFLSMY LVTVIGNISI IVAIISDP.. ..... CLHTP
LSR.QPQQQQ LLFLLFLIMY LATVLGNLLI ILAIGTIDS.. ..... RLHTP
FPG.PRSMRI GLFLLFLVMY LLTVVGNLAI ISLVGAHR.. ..... CLQTP
FTE.NPQLHF LIFALFLSMY LVIVLGNLLI IMAIITQS.. ..... HLHTP
LPI.PEEHQH LFYALFLVMY LTTILGNLLI IVLVQLDS.. ..... QLHTP
FPA.PAPLRV LLFFLSLLXY VLVLTENMLI IIAIRNHP.. ..... TLHKP
LPI.PPEHQQ LFFALFLIMY LTTFLGNLLI VVLVQLDS.. ..... HLHTP
LPF.PPEYQH LFYALFLAMY LTTLLGNLII IILILLDS.. ..... HLHTP
LPI.PSEYHL LFYALFLAMY LTIILGNLLI IVLVRLDS.. ..... HLHMP
LPI.PSEHQH VFYALFLSMY LTTVLGNLIX IILIHLDS.. .....HLHTP
LLE.APGLQP VVFVLFLFAY LVTVRGNLSI LAAVLVEP.. ..... KLHTP
«...MILNCN PFSGLFLSMY LVTVLGNLLI ILAVSSNSHL ....... HNL
PTGFGELEVL AVGMVLLVEA LSGLSLNTLT IFSFCKIPEL ....... RTP
FTDVLNQSKP VTLFLYGVVF LFGSIGNFLV IFTITWRRRI ....... QCs
NSTEIYQLFE YTRLGVWLMC IVGTFLNVLV ITTILYYRRK K...... KSP
MIGPLFAIRT TEAVLNTFII FVGGPLNAIV LITQLLTNRV LG..... YST
. .DVKQIGAQ LLPPLYSLVF IFGFVGNMLV VLILINCKKL ....... KCL
. .DVKQIGAQ LLPPLYSLVF IFGFVGNMLV VLILINCKKL ....... KCL
. .EVRKFAKV FLPAFFTIAF IIGLAGNSTV VAIYAYYKKR ....... RTK
™2
151 200
TRFLMCNLAF ADFILGLYIF ILTSVSAVTR GDYHNYVQQW ONGAGCKILG
. KLLLKHLTL ANLLETLIVM PLDGMWNITV QWYA...... .GELLCKVLS
TNCYLVSLAV ADLMVLVAAG LPNITDSIYG SWVYGYV... ....GCLCIT
PRFLMCNLAF ADLCIGIYLL LIASVDIHTK SQYHNYAIDW QTGAGCDAAG
PRFLMCNLAF ADFCMGMYLL LIASVDLYTH SEYYNHAIDW QTGPGCNTAG
PRFLMCNLSF ADFCMGLYLL LIASVDSQTK GQYYNHAIDW QTGSGCSTAG
FLLFVASLLA TDLAGHVIPG ALVLRLYTA. ....... GRA PAGGACHFLG
FYTLVCGLAV TDLLGTLLVS PVTIATYMKG ...... QWPG GQP.LCEYST
FHVLVTELVF TDLLGTCLIS PVVLASYARN QT..LVALAP ESR.ACTYFA
FLLLASGLVI TDFFGHLING AIAVFVYASD KE..WIRFDQ .SNVLCSIFG
FAVLVIGLAA TDLLGTSFLS PAVFVAYARN SS..LLGLAR GGPALCDAFA
FLTFLCGLVL TDFLGLLVTG TIVVSQHAAL FE..WHAVDP GCR.LCRFMG
.. IFMVNLTM ADMLFLITLP LWIVYYQ.NQ GNWIL..... PK. FLCNVAG
NNYFLFSLAC ADLIIGVFSM NLYTLYTVIG ...... YWPL .GPVVCDLWL
NNYFLFSLAC ADLIIGAFSM NLYTVYIIKG ......YWPL .GAVVCDLWL
NNYFLLSLAC ADLIIGTFSM NLYTTYLLMG ...... HWAL .GTLACDLWL
NNYFLLSLAC ADLIIGVISM NLFTTYIIMN ...... RWAL .GNLACDLWL
NNYYLLSLAC ADLIIGIFSM NLYTTYILMG ...... RWAL .GSLACDLWL
GNLYXIVSLSV ADLIVGAVVM PMNILYLLMS ...... KWSL .GRPLCLFWL
TNCFIVSLAI TDLLLGLLVL PFSAIYQLSC ...... KWSF G.KVFCNIYT
ANYLIGSLAV TDLMVSVLVL PMAALYQVLN ...... KWTL .GQVTCDLFI
ANYLIASLAV TDLLVSILVM PISTMYTIVTG ...... RWTL .GQVVCDFWL
ANYLIGSLAT TDLLVSILVM PISIAYTITH ...... TWNF .GQILCDIWL
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SHT1E
SHT1F

SHT2A
SHTZB
SHT2C

SHTSA
SHTSBrat
SHT6rxat
SHT7

alphalA
alphalB
alphalC
alpha2A

alpha2B
alpha2Ci
alpha2c2
betal
beta2
beta3

betadturkey

DlAa

D2

D3

D4

Ds

Al

A2a

A2b

A3
OCdrome

ACTH

MSH

MC3

MCa

MC5
melatonina
oxitocina
conopressinkls

via

viB

v2

CCK_A

CCK_B
NPY1

NTR

NK1

NK2

NK3
blueops
greenops
redops
rodopsina

violetopsGg

opsin_crab
ET_Aprec
ET Bprec

ET_Cfrog

galanin

NMB

GRP

BRS3

deltaOP
kappaOP
muQOpP

OPRX

CB1

CB2
SSTR1

ANYLICSLAV
ANYLICSLAV
TNYFLMSLAI
TNYFLMSLAV
TNYFLMSLAY
PHNLVASMAV
PHNLVASTAV
SNFFLVSLFT
SNYLIVSLAL
TNYFIVNLAV
TNYFIVNLAM
THYYIVNLAV
QNLFLVSLAS
QNLFLVSLAA
QNLFLVSLAS
QNLFLVSLAS
TNLFIMSLAS
TNYFITSLAC
TNVFVISLAA
TNVFVTSLAC
TNFFVISLAV
TNYLIVSLAV
TNYLVVSLAV
TNSFIVSLAA
TNVFIVSLAV
TEFCFIVSLAV
TNYFVVSLAA
TNYFLVSLAA
TFYFIVSLAL
ONFFIVSLAV
MYFFICSLAIL
MYCFICCLAL
MYFFLCSLAV
MYFFICSLAV
MYFFVCSLAV
GNIFVVSLAV
LFFFMIHLSI
MQWFIAHLAF
MHLFIRHLSL
MHLFVLHLAL
IAVFIGHLCL
TNIFLLSLAV
TNAFLLSLAV
TNILIVNLSF
VHYHLGSLAL
TNYFLVNLAF
TNYFIVNLAL
TNYFLVNLAF
LNYILVNVSF
LNWILVNLAV
LNWILVNLAV
LNYILLNLAV
LNYILVNISA
TNLLVVNLAF
PNALIASLAL
PNILIASLAL
PNVLIASLAL
TNLFILNLSI
PNIFISNLAA
PNLFISSLAL
PNIFITSLAF
TNIYIFNLAL
TNIYIFNLAL
TNIYIFNLAL
FTNIYIFNLAL
SYHFIGSLAV
SYLFIGSLAG
TNIYILNLAI
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TDLLVAVLVM
TDFLVAVLVM
ADMLLGFLVM
ADLLVGLFVM
ADMLVGLLVM
SDVLVAALVM
SDVLVAALVM
SDLMVGLVVM
ADLSVAVAVM
ADLLLSATVL
ADLLLSFTVL
ADLLLTSTVL
ADILVATLVI
ADILVATLIX
ADILVATLVM
ADILVATLVM
ADLVMGLLVV
ADLVMGLAVV
ADLVMGLLVV
ADLVMGLLVV
SDLLVAVLVM
ADLLVATLVM
ADLLVATLVM
ADLLLALLVL
SDLFVALLVM
ADVAVGALVI
ADIAVGVLAI
ADVAVGLFATI
ADIAVGVLVM
ADLTVALLVL
SDMLGSLYKI
SDLLVSGTNV
ADMLVSVSNA
ADMLVSVSNG
ADMLVSMSSA
ADLVVAIYPY
ADLVVAVFQV
ADIFVGFFNI
ADLAVAFFQV
TDLAVALFQV
ADLAVALFQV
SDLMLCLFCM
SDLLLAVACM
SDLLVAIMCL
SDLLTLLLAM
AEASMAAFNT
ADLCMAAFNA
SDASMAAFNT
GGFLLCIFSV
ADLAETVIAS
ADLAETVIAS
ADLFMVLGGF
SGFVSCVLSV
SDFCMMAFMM
GDLIYVVIDL
GDLLHIVIDI
GDLFYILIAI
ADLAYLLFCI
GDLLLLLTCV
GDLLLLITCA
GDLLLLLTCV
ADALATSTLP
ADALVTTTMP
ADALATSTLP
ADTLVLLTLP
ADLLGSVIFV
ADFLASVVFA
ADELLMLSVP
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PLSIIYIVMD
PFSIVYIVRE
PVSMLTILYG
PIALLTIMFE
PLSLLAILYD
PLSLVHELS .

PLSLVSELSA .

PPAMLNALYG
PFVSVTDLIG
PFSATMEVLG
PFSAALEVLG
PFSAIFEVLG
PFSLANEVMG
PFSLANELLG
PFSLANELMA
PFSLANELMA
PFGATIVVWG
PFGAAHILMK
PPAATLALTG
PPGATILLSG
PWKAVAEIAG
PWVVYLEVVG
PWVVYLEVTG
PLFVYSEVQG
PWKAVAEVAG
PLAILINIGP
PFAITISTGF
PFAITISLGF
PLAIVVSLGI
PFNVAYSILG
LENILIILRN
LETAVILLLE
LETIMIAIVH
SETITITLLN
WETITIYLLN
PLVLMSIFNN
LPQLLWDITF
LPQLISDVTI
LPQMCWDITY
LPQLLWDITY
LPQLAWKATD
PFNLIPNLLK
PFTLLPNLMG
PFTFVYTLMD
PVELYNFIWV
VVNFTYAVHEN
AFNFVYASHN
LVNFIYALHS
FPVFVASCNG
TISVVNQVYG
TISIVNQVSG
TSTLYTSLHG
FVVFVASARG
PTMTSNCFAE
PINVFKLLAG
PINVYKLLAE
PIISISFWLS
PFQATVYALP
PVDASRYFFD
PVDASRYLAD
PVDATHYLAE
FQSAKYLMET
FQSTVYLMNS
FQSVNYLMGT
FOGTDILLGF
YSFIDFHVFH
CSFVNFHVFH
FLVTSTLLRH

CTDFYGCL. .

MGYLKPRGSF
AGALVARAAV
SDDYTFEDQF
STD . TDAQSF
NKHLVIADAF
GWNLGYLH. .

VFHGDD.. ..
RFRGPD....

DFIFGS....
TFIFGT. ...
HWVFGE. ...
HHPWAF. . ..
EWYYGL. ...
IWYFGR. ...
EWYFGA. ...
YFVFGR. ...
YFVLGH. ...
YFVLGH. ...
YFVFGP....

RWLEGRIG. .
GWLFGRIG. .
.WPFGE. ...
.WPFGD. ...
.WPFGT....

.GYFLCEVWL
.GQVVCDIWL
P.SKLCAVWI
P.LVLCPAWL
P.RYLCPVWI
.GRRLCQLWI
-GRSLCHVWI
A.RGLCLLWT
-GHFFCNVFI
G .RAFCDVWA
G.RIFCDIWA
G.RVFCNIWA
-.GKAWCEIYL
R.RTWCEVYL
. GQVWCGVYL
.GQVWCGVYL
GS . FFCELWT
GN . FWCEFWT
GA ., TGCELWT
GT.VVCELWT
GS . .FCNIWV
S.RIHCDIFV
S.RICCDVFV
SPRLC.DALM
GA. .FCDVWv

GI .HLCKLWL
ET.TADDIID
LQ.QLDNVID
IQ.HMDNIFD
TV .NIDNVID
V.RHIDNVFD

.. .FTCRFIK
. . .WLCRVVK
. .DLLCRAVK
.. .ALCRAVK
. . .AVCKTTT
.. .VICKAVS
. . .AMCKLNP
.GDAGCRGYY
.. .FYCKFHN
. . .AFCYFQN
.. .NYCRFQN
. . .HVCALEG
. . .PMCVLEG
.. .PMCVLEG
.. .TGCNLEG
. -KRVCELEA
. . PFMCEVYG
GV.FLCKLFP
. .MCKLVP
....SEYIYQ
. .FICKFIH

. - . LLCKAVL
. . . VLCKIVI

- «ILCKIVI
- - ALCKTVI
- SRNVFLFKL
. SKAVFLLKI
- . .LLCRLVL



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

SSTR2

SSTR3

SSTR4

SSTRS

IL8A

IL8B

ATla

ATlbrat

AT2

BK1l

BK2

P2Y7

P2Y6

P2YS

P2Y4
P2Y3chick
P2Y2

P2Y1

THRprec

CcSa

GP01lmouse
R334rat
GP2lmousge
GCRCmouse
TXKR

Gl0Dbrat

RDC1

BLR1

CLS

LCR1

EBIl

RBSlrat

EBI2
GCRTchick

APJ

RTArat

UHRrat

FMRL1

FMRL2

£MLP
OLFlcatfish
OLF3catfish
OLFBcatfish
OLF32Acatfish
OLF32Bcatfish
OLF32Ccatfish
OLF32Dcatfish
OLF47catfish
OLF202catfish
OLFCORlchicken
OLFCOR2chicken
OLFCOR3chicken
OLFCOR4chicken
OLFCORSchicken
OLFCOR6chicken
OLFdog

OLFO7E

OLF071

OLFQ07J
OLFOR3mouse
OLFrat
OLFF3rat
OLFFSrat
OLFFé6rat
OLFFl2rat
OLFI3rat
OLFI7rat
OLFIBrat

OLFI9rat
OLFIl4rat
OLFIl5rat

OLFOR17_40
GUST27rat
RPE

HHRF1
HHRF2
HHRF3
MCP-1A
MCP-1B
PPR1lbovine

TNIYILNLAI
TNVYILNLAL
TNIYLLNLAV
TNIYILNLAV
TDVYLLNLAL
TDVYLLNLAL
ASVFLLNLAL
ASVFLLNLAL
SSIYIFNLAV
AEIYLANLAA
AEIYLGNLAA
TALMVLNLAL
SAVYTLNLAL
TTTYMLNLAIX
TATYMFHLAL
TTIYMLNLAM
STTYMFHLAV
ISVYMFNLAL
AVVYMLHLAT
NAIWFLNLAV
MFLLIGSLAL
MFLLIGSLAL
MPLLVGSLAV
TSLFIVNLAV
TNSFLVNLAF
LNLYILNMAV
.HCYILNLAI
. . TFLFHLAV

. . IFIASLAV
FSIYFLHLAS
TNFLIGNLAL
NTICYLNLAL
TTICYLNLAL
TTISYLNLAV
KYITVFNLAL
KYIAVFNLAL
MCILIGLMAV
KYMGIFNLAL
KYMGIFNLAL
KYMGIFNLAL
KYMGIFNLAL
KFLAVFNLAV
MYYIMLNLAA
MYIFLONLSF
MYIPMLONLSF
MYIFLONLSF
MYIFLQNLSF
MYIFLONLSF
MYIFLQNLSF
MYLFLSNLSF
VYFFLANLSF
MYLFLSNLSF
MYFFLSMLST
MYFFLSNLSS
MYYFLSSLSF
MYFFLSNLSF
MYFFLSNLSF
MYFFLCNLSF
MYFFLANLSF
MYLFLSNLSF
MYFFLANMSF
MYLFLSNLSF
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ADELFMLGLP
ADELFMLGLP

ADELFMLSVP
ADVLYMLGLP

ADLLFALTLP
ADLLFALTLP
ADLCFLLTLP
ADLCFLLTLP
ADLLLLATLP
SDLVFVLGLP
ADLILACGLP
ADLAVLLTAP
ADLLYACSLP
SDLLFVFTLP
SDTLYVVSLP
ADLLYVCSLP
SDALYAASLP
ADFLYVLTLP
ADVLFVSVLP
ADFLSCLALP
ADLLAGLGLI

ADLLAGLGLI

ADLLAGLGLV
ADIMITLLNT
ADAAMAALNA
ADLGIILSLP
ADLWVVLTIP
ADLLLVFILP
ADLLFVITLP
ADLLFVITLP
ADILFLLTLP
SDLLFVATLP
SDILFTTALP
SDLLFVFTLP
ADLTFVVTLP
ADGIYLFSKA
SDVLMCAACV
ADFSFSAILP
ADFSFTATLP
ADFCFTSTLP
SDLGGSSALI
SDLCGSSALI
VDLSMPIFCV
SDFGETNVLI
SDFGETNALI
SDIGETNALI
SDFGETNALI
VDISINSVII
SDVLFSTTTL
TDARYSTVIT
TDAAYSTVIT
TDAAYSTVIT
TDAAYSTVIT
TDARYSTVIT
TDAVYSTVIT
SDLCFSSVTM
TDLFFVINTI

SDLCFSSVTI

SETVYTLVIL
LDLAFTTSSV
VDLCYSTVIT
VDICFISTTV
VDVCFSSTTV
LEIWFTTACV
VDICFTSTTI

SDLCFSSVTM
LEIWYVTIVTI

SDLCFSSVTM

MYLFLSNLSF ADLCFSSVTM
MYLFLSNLSF SDLCFSSVTM
MYLFLSNLSF SDLCFSSVTM
MYFFLGNLSV LDVGCISVIV
MYFFLSNLSF VDICFISTTI

CHLLVLSLAL
GDVYFINLAA
SDTYICNLAV
PTIYMINLYS
TDIYLLNLAI
TDIYLINLAI
TDVYILNLAV

ADSGISLNAL
ADLLFVCTLP
ADLLIVVGLP
TNFLTLTVLP
SDLLFLITLP
SDLLFLITLP
ADLFLLFTLP
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FLAMQVALVE
FLAAQNALSY
FVASSAALRH
FLATQNAASF
IWAA. .SKVN
IWAR. .SKVN
LWAVYTAMEY
LWAVYTAMEY
LWATYYSYRY
FWAENIWNQF
FWAITISNNF
FFLHFLAQGT
LLIYNYARGD
FRIYYFVVRN
TLIYYYAAHN
LLIYNYTQKD
LLVYYYARGD
ALIFYYFNKT
FKISYYFSGS
ILFTSIVOHH
INFVFAYLLQ
INFVFAYLLQ
LHFAADFCIG
PFTLVRFVNS
LVNFIYALHG
VWMLEVMLEY
VWVVSLVQHN
FAVAEGSV. .
FWAVDAVA. .
FWAVDAVA. .
FWAYSARK. .
FWTHYLIS. .
TRIAYYAMGF
FRIYYFVVR.
LWATYTYRDY
VIALLNMGTF
PLTLAYAFEP
FRMVSVAMRE
FLIVSMAMGE
FFMVRKAMGG
PKLIDTFLF.
PKLLDMLLF .
PNMLLSFLF .
PSLVKTLFF .
PSLVKTLFF.
PSLVKTLFF.
PSLVKTLFF.
PQMVPVFVF .
PKIIARYWF.
PKMLATFL. .
PKMLATFL . .
PKMLATFL. .
PKMLATFL. .
PKMLATFL. .
PKMLATFL. .
PKLLONMQ. .
PKMLVNLQ. .
PKLLONMQ. .
PRMLSSLV. .
PQMLKNLW, .
PKMLVNFL. .
PKMLVNIQ. .
PKVLANHI . .
PKTLATF. . .
PKMLVNIY. .
PKLLONMR. .
PKMLAGFIG.
LKLLONIQ. .

PKLLONMG. .
PKLLONMQ. .
PKLLQNMQ. .
PSMLSRLL. .
PXKMLVNIH. .
VAATSSLLRR
LWMQYLLDHN
FFLEYAKHHP
FIVLSNQWLL
LWAHSAANEW
LWAHSAANEW
FWAVNAVHGW

.WPFGK.... ...AICRVUM
.WPFGS.... ...LMCRLVM
.WPFGS.... ...VLCRAVL
JWPFGP.... ...VLCRLVM
GWIFGT.... ...FLCKVVS
GWIFGT.... ...FLCKVVS
RWPFGN.... ...YLCKIAS
RWPFGN. ... ...HLCKIAS
DWLFGP.... ...VMCKVFG
NWPFGA.... ...LLCRVIN
DWLFGE.:.. ...TLCRVUN
WSFGLA.... ....GCRLCH
HWPFGD. ... ...LACRLVR
.WPFGD.... ...VLCKISV
HWPFGT.... ...EICKFVR
YWPFGD.... ...FTCKFVR
HWPFST.... ...VLCKLVR
DWIFGD.... ...AMCKLOR
DWQFGS.... ...ELCRFVT
WBFGGA.... ....ACSILP
....SE.... ...ATKLVTI
....SE.... ...ATKLVTI
...SP.... ...EMSLMLV
TWVFGK.... ...GMCHVSR
EWYFGA.... ...NYCRFQN
TWLWGS.... ...FSCRFIH
QWPMGE.... ...LTCKVTH
GWVLGT.... ...FLCKTVI
NWYFGN. .. .FLCKAVH
NWYFGN.... ...FLCKAVH
SWVFGV. ... ...HFCKLIF
HEGLHN. ... ...AMCKLTT
DWRIGD. ...ALCRITA
NWPFGD .. .VLCKISV
DWPFGT. ...FFCKLSS
LGSFPD. .. .YVRRVSR
RGWVFG . .GGLCHLVF
KWPFAS.... ...FLCKLVHK
KWPFGW.... ...FLCKLIH
HWPFGW. ... ... FLCKFLF
...... ENQV ISYEACLANM
...... ENQS ISYEACLSNM
...... NWKG ISLVGCLVQM
...... DSQY ISYDACLANM
...... DSQY ISYDACLANM
...... DSQY ISYDACLTNM
...... DSQY ISYDACLANM
...... NLNH ISFESCFSQM
...... GDGS ISFVGCFIQM
..... EERKT ISYVGCILQY
..... EERRT ISYVGCILQY
..... EERKT ISYVGCILQY
..... EERKT ISYVGCILQY
..... EERRT ISYVGCILQY
..... EETKT ISYVGCILQY
..... SQVPS IPYAGCLTQOM
..... SHNKA ISYAGCLTQL
..... NQDPS IPYADCLTQOM
..... GMSQP MSLAGCATQM
..... GPDKT. ISYGGCVTQL
..... GKKNF ITYSECMAQF
..... TQNNV ITYAGCITQI
..... LGSQA ISFSGCLTQL
APRGGV ISLAGCATOM
..... TQSKS ITYEDCISQM
..... SQDTS IPYGGCLAQT
SKENHGQL ISFEACMTQL
..... SQVPS ISYAGCLTQI
.....SQVPS IPYAGCLAQI
..... SQVPS ISYTGCLTQL
«....5QvPS IPFAGCLTIQL
« ... .SRKRA VPCGACLTQL
..... SQTKD ISYIECLSQV
WPYG...... ..SDGCQAKRG
SLA....... ..SVPCTLLT
KLSR...... ..EVVCSGLN
PAG..... .. ..VASCKFLS
VFG....... . .NAMCKLFT
VFG....... ..NAMCKLFT
VLG....... ..KIMCKVTS
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Se obtuvieron las secuencias anteriores de una base de datos publica. Se incluyen ejemplos de secuencias de domi-
nios de transmembrana TM3 y TM5 en WO 94/05695 y se incorporan como referencia. Los ejemplos de secuencias
de dominios de transmembrana TM4, TM6 y TM7 pueden ser obtenidos de forma similar de fuentes publicas.

2. Sintesis de péptidos

Los péptidos o fragmentos de GPCR pueden ser aislados de una fuente natural, quimicamente sintetizados o
producidos recombinantemente, para obtener polipéptidos GPCR que imitan, modulan o inhiben la unién de ligandos
a receptores copulados a proteina G.

a. Sintesis quimica de péptidos de transmembrana GPCR

Los péptidos de transmembrana de la presente invencidon son producidos usando procedimientos bien conocidos
de sintesis peptidica, como se describe en, v.g., Merrifield, Science 232: 341-347 (1986), Barany y Merrifield, THE
PEPTIDES, Gross y Meienhofer, eds. (N.Y., Academic Press), pp. 1-284 (1979); y Stewart y Young, SOLID PHASE
PEPTIDE SYNTHESIS (Rockford, III., Pierce), 2* Ed. (1984), aqui incorporados como referencia.

Los péptidos fueron sintetizados por una sintesis peptidica en fase sélida de flujo a través en un Sintetizador
Peptidico de Applied Biosystems 432A utilizando derivados Fmoc de aminodcidos. Para vencer la agregaciéon que
frecuentemente aparece durante la sintesis de péptidos hidrofébicos y da lugar al bloqueo de la cadena peptidica en
crecimiento, se introdujeron derivados FmocHmb de Ala, Val y Leu en las diferentes secuencias, pero no mas de dos
derivados de cada tipo por péptido para evitar el bloqueo estérico durante la sintesis. Se prolongé la copulacién en
la etapa después del aminodcido FmocHmb a 90 min., ya que este grupo protector provoca un enlentecimiento de la
siguiente etapa de copulacién debido a bloqueo estérico (T. Johnson, M. Quibell, Tetrahedron Lett. 35:463 (1994)). La
pureza de los péptidos fue valorada por HPLC de fase invertida y las estructuras fueron confirmadas por espectrometria
de masas con desorcién de ldser asistida por matriz.

b. Produccion recombinante de péptidos de transmembrana GPCR

Se pueden obtener 4cidos nucleicos que codifican péptidos de transmembrana GPCR por sintetizacién, aislamiento
u obtencién de una secuencia de dcido nucleico que codifique una proteina GPCR y subclonacién de una region de la
secuencia que codifica un péptido de transmembrana deseado.

1. Sintesis quimica de oligonucledtidos

Los oligonucledétidos usados en la presente invencién, incluyendo secuencias que codifican péptidos de transmem-
brana, son eventualmente sintetizados quimicamente usando el método de triéster de fosforamidita en fase sélida de
Beaucage y Carruthers, Tetrahedron Lett., 22(20): 1859-1862 (1981), usando un sintetizador automatizado como se
describe en Needham-VanDevanter y col., Nucleic Acids Res., 12: 6159-6168 (1984). Se purifican entonces los oli-
gonucledtidos quimicamente sintetizados por electroforesis en gel de acrilamida nativa o por HPLC de intercambio
aniénico como se describe en Pearson y Regnier, J. Chrom., 255: 137-149 (1983). Se verifica la secuencia del oligo-
nucleétido sintético, por ejemplo usando el método de degradacién quimica de Maxam y Gilbert en Grossman, L. y
Moldave, D., eds. Academic Press, New York, Methods in Enzymology, 65:499-560 (1980).

Se pueden modificar (es decir, mutar) las secuencias de ADN codificantes de los péptidos y proteinas de trans-
membrana GPCR para preparar diversas mutaciones. Dichas mutaciones pueden ser degenerativas, es decir, que la
mutacién no cambia la secuencia de aminoécidos codificada por el codon mutado, o no degenerativas, es decir, que la
mutacién cambia la secuencia de aminodcidos codificada por el codon mutado. Estas secuencias de ADN modificadas
pueden ser preparadas, por ejemplo, mutando secuencias conocidas de tal forma que la mutacion dé lugar a la delecién,
substitucidn, insercion, inversion o adiciéon de uno o méds aminoacidos en el polipéptido codificado usando diversos
métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se pueden emplear los métodos de mutagénesis dirigida a sitio descritos
en Taylor y col., Nucl. Acids Res. 13, 8749-8764 (1985), y Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 482-492 (1985).
Ademads, se pueden comprar kits para mutagénesis dirigida a sitio a vendedores comerciales. Por ejemplo, se puede
comprar un kit para realizar mutagénesis dirigida a sitio a Amersham Corp. (Arlington Heights, III.). Tanto las muta-
ciones degenerativas como las no degenerativas pueden ser ventajosas en la produccion o el uso de los polipéptidos de
la presente invencion. Por ejemplo, estas mutaciones pueden permitir mayores niveles de produccién o una mds facil
purificacion, o proporcionar sitios adicionales de reconocimiento de endonucleasas de restricciéon. Todos estos ADN
modificados (y las moléculas polipeptidicas codificadas) estdn incluidos en el alcance de la presente invencion.

ii. Aislamiento recombinante de dcidos nucleicos codificantes de péptidos de transmembrana GPCR

Se pueden aislar 4cidos nucleicos que codifican GPCR a partir de librerias genémicas o de ADNc, subclonando la
libreria en vectores de expresion, marcando sondas, hibridacion de ADN y similares, como se describe en Sambrook,
y col.,, MOLECULAR CLONING - A LABORATORY MANUAL (2% Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, New York, 1989. Se hace aqui referencia en adelante a este manual como “Sambrook y col.” y se
incorpora aqui como referencia.
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También se pueden usar varios métodos de amplificaciéon de secuencias de interés, tales como la reaccién en
cadena de polimerisa (PCR), para preparar ADN codificante de péptidos de transmembrana GPCR o de un fragmento
peptidico de los mismos. En las técnicas de PCR, se sintetizan cebadores oligonucleotidicos complementarios a los dos
extremos 3’ de la regién de ADN que se ha de amplificar. Se lleva a cabo entonces la reaccién en cadena de polimerasa
usando dos cebadores. Véase PCR PROTOCOLS: A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS. (Innis, M,
Gelfand, D., Sninsky, J. y White, T., eds.), Academic Press, San Diego (1990). Se pueden seleccionar cebadores para
amplificar la totalidad de las regiones codificantes de un péptido de transmembrana GPCR de longitud completa o
para amplificar segmentos de ADN de menor tamafio, segiin se desee. Una vez se amplifican por PCR las secuencias
seleccionadas, se pueden preparar sondas oligonucleotidicas a partir de la secuencia obtenida. Se pueden usar luego
estas sondas para aislar ADN codificantes de péptidos de transmembrana GPCR o de un fragmento peptidico de los
mismos.

iii. Expresion recombinante de dcidos nucleicos codificantes de péptidos de transmembrana

Una vez se aisla y clona un 4cido nucleico codificante de un péptido de transmembrana GPCR o de un fragmento
peptidico del mismo, el dcido nucleico es expresado en una variedad de células sometidas a ingenieria recombinante
para determinar que el 4cido nucleico aislado realmente codifica los péptidos de transmembrana GPCR deseados o
un fragmento de los mismos. Se consigue tipicamente la expresion de dcidos nucleicos naturales o sintéticos uniendo
operativamente un dcido nucleico de interés a un promotor (que es constitutivo o inducible), incorporando la construc-
cién a un vector de expresion e introduciendo el vector en una célula huésped adecuada. Los vectores tipicos contienen
finalizadores de la transcripcién y de la traduccién, secuencias de iniciacidn de la transcripcién y de la traduccién y
promotores utiles para la regulacién de la expresion del dcido nucleico particular. Los vectores incluyen eventualmen-
te cassettes de expresion genéricos que contienen al menos una secuencia finalizadora independiente, secuencias que
permiten la replicacion del cassette en eucariotas o procariotas o ambos (v.g., vectores lanzadera) y marcadores de se-
leccidn para sistemas tanto procaridticos como eucaridticos. Los vectores son adecuados para replicacion e integracién
en procariotas, eucariotas o preferiblemente ambos. Véanse Giliman y Smith (1979), Gene, 8: 81-97; Roberts y col.,
(1987), Nature, 328:731-734; Berger y Kimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology
152, Academic Press, Inc., San Diego, CA (Berger); Sambrook y col., (1989), MOLECULAR CLONING - A LABO-
RATORY MANUAL (2% ed.) Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Press, N.Y., (Sambrook);
y EM. Ausubel y col., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, eds., Current Protocols, una empresa
conjunta entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc., (Suplemento de 1994) (Ausubel). La
informacidn del producto de fabricantes de reactivos bioldgicos y equipo experimental también proporciona informa-
cioén util sobre métodos bioldgicos conocidos. Dichos fabricantes incluyen la compaiifa quimica SIGMA (Saint Louis,
MO), R&D Systems (Minneapolis, MN), Pharmacia LKB Biotechnology (Piscataway, NJ), CLONTECH Laborato-
ries, Inc. (Palo Alto, CA), Chem. Genes Corp., Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI), Glen Research, Inc.,
GIBCO BRL Life Technologies, Inc. (Gaithersberg, MD), Fluka Chemica-Biochemika Analytika (Fluka Chemie AG,
Buchs, Suiza) y Applied Biosystems (Foster City, CA), asi como otras muchas fuentes comerciales conocidas para un
experto.

Los 4cidos nucleicos (v.g., secuencias codificantes, promotores y vectores) usados en el presente método pueden
ser aislados de fuentes naturales, obtenidos de fuentes tales como librerias ATCC o GenBank o preparados por mé-
todos sintéticos. Los 4cidos nucleicos sintéticos pueden ser preparados por una variedad de métodos en solucién o
en fase s6lida. Hay una amplia disponibilidad de descripciones detalladas de los procedimientos para la sintesis en
fase sdlida de dcidos nucleicos por quimica de fosfitos-triésteres, fosfotriésteres y H-fosfonatos. Véanse, por ejemplo,
Itakura, Patente EE.UU. N°® 4.401.796; Caruthers y col., Patentes EE.UU. N° 4.458.066 y 4.500.707; Beaucage y col.
(1981), Tetrahedron Lett., 22:1859-1862; Matteucci (1981) y col., J. Am. Chem. Soc., 103:3185-3191; Caruthers, y
col. (1982), Genetic Engineering, 4:1-17; Jones, capitulo 2, Atkinson y col., capitulo 3, y Sproat y col., capitulo 4, en
OLIGONUCLEOTIDE SYNTHESIS: A PRACTICAL APPROACH, Gait (ed.), IRL Press, Washington D.C. (1984);
Froehler y col. (1986), Tetrahedron Lett., 27:469-472; Froehler y col. (1986), Nucleic Acids Res., 14:5399-5407;
Sinha y col. (1983), Tetrahedron Lett., 24:5843-5846; y Sinha y col. (1984), Nucl. Acids Res., 12:4539-4557, aqui
incorporadas como referencia.

3. Péptidos y peptidomiméticos derivatizados

Es bien conocido el disefio de péptidos y miméticos de péptidos quimicamente modificados que son resistentes a
la degradacion por enzimas proteoliticas o tienen una mejor solubilidad o propiedades de unién.

Los aminodcidos modificados o derivados quimicos de péptidos GPCR segtin la presente invencién pueden con-
tener restos quimicos adicionales o aminodcidos modificados que normalmente no forman parte de una proteina. Se
incluyen asi modificaciones covalentes del péptido en el alcance de la presente invencién. Dichas modificaciones pue-
den ser introducidas en un polipéptido GPCR por reaccion de residuos de aminodcidos deseados del polipéptido con
un agente derivatizante orgédnico capaz de reaccionar con cadenas laterales o residuos terminales seleccionados. Los
siguientes ejemplos de derivados quimicos son facilitados a modo de ilustracién y no a modo de limitacién.

El disefio de miméticos de péptidos resistentes a la degradacién por enzimas proteoliticas es bien conocido, tanto
para el disefio de agonistas/antagonistas de hormonas como para el de inhibidores enzimadticos. Véanse, v.g., Sawyer,
en STRUCTURE-BASED DRUG DESIGN, P. Verapandia, Ed., NY 1997; Patente EE.UU. N°® 5.552.534; y Patente
EE.UU. N° 5.550.251, todas ellas incorporadas como referencia.
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Histéricamente, el foco principal del disefio de peptidomiméticos ha evolucionado a partir de la investigacién para
el descubrimiento de firmacos dirigidos a receptores y no ha sufrido un impacto directo de una estructura tridimen-
sional experimentalmente determinada de la proteina de interés. No obstante, una aproximacién jerarquica de disefio
molecular péptido—peptidomimético y modificacién quimica ha evolucionado a lo largo de las dos dltimas décadas,
en base a la transformacion sistematica de un ligando peptidico y al andlisis iterativo de las relaciones estructura-activi-
dad y estructura-conformacién de andlogos de “segunda generacion”. Dicho trabajo ha integrado tipicamente técnicas
biofisicas (cristalografia de rayos x y/o espectroscopia de RMN) y modelacién molecular asistida por ordenador con
pruebas bioldgicas para avanzar el disefio de fairmacos peptidomiméticos.

Las propiedades de estructura tridimensional de péptidos se definen en términos de dngulos de torsién (i, ¢, w,
x) entre el nitrégeno de la amina del esqueleto (N), el carbono del carbonilo del esqueleto (C'), el carbono de la
metionina del esqueleto (C*) y la funcionalizacién del hidrocarburo de cadena lateral (v.g., C#, C*, C°, C® de Lys)
derivado de la secuencia de aminoécidos. Un grifico de Ramachandran (i frente a ¢) puede definir las combinaciones
preferidas de dngulos de torsidn para estructuras secundarias ordenadas (conformaciones), tales como la a-hélice, el
giro B, el giro y o la ldmina S. La flexibilidad molecular estd directamente relacionada con interacciones de unién
covalente y/o no covalente en un péptido particular. Incluso modificaciones quimicas modestas por N*-metilo, C*-
metilo o C*-metilo pueden tener consecuencias significativas sobre la conformacion resultante.

El andamiaje N*-C?-C’ puede ser transformado por introduccién de substitucién de olefina (v.g., C*-CF—» C=Co
deshidroaminodcido o por insercién (v.g., C*-C’ — C*-C=C-C’ o aminodcido vinilogo. También se puede substituir el
carbono Cf para avanzar el disefio de asi llamados aminoacidos “quiméricos”. Finalmente, con respecto a amidas N-
substituidas, merece también la pena mencionar la interesante aproximacion de substituir el andamiaje tradicional del
péptido por bloques de construccién de glicina N-substituida. Globalmente, dichas modificaciones del andamiaje N°-
C*-C o de la cadena lateral C*-C” expanden la diversidad molecular basada en péptidos (es decir, asi llamadas librerias
“de peptoides”), asi como nuestro conocimiento estructural 3-D el espacio ¢-¥-y tradicional.

En una aproximacidn, tal como describen Sherman y Spatola, J. Am. Chem. Soc. 112: 433 (1990), se substituyen
uno o mds enlaces amida en de un modo esencialmente isoestérico por una variedad de grupos quimicos funcionales.
Por ejemplo, se puede substituir cualquier unién amida en cualquiera de los polipéptidos GPCR por un resto de ce-
tometileno, v.g. (-C(=0)-CH,-) para (-(C=0)-NH-). Unas cuantas de las substituciones de enlaces amida conocidas
incluyen: aminometileno o ¢[CH,NH]; cetometileno o y[COCH,]; etileno o y[CH,CH,]; olefina o ¢[CH=CH]; éter
o Y[CH,O0]; tioéter o ¥ [CH,S]; tetrazol o Y/ [CN,]; tiazol o y[thz]; retroamida o Y[NHCO]; tioamida o ¢ [CSNH]; y
éster o Y[CO,]. Estos substitutos de enlaces amida alteran las propiedades conformacionales y de uniones de H que
pueden ser necesarias para el reconocimiento molecular peptidico y/o la actividad biolégica en blancos de receptores.
Mas atn, dichas substituciones en el esqueleto pueden impartir estabilidad metabdlica hacia la escisién con peptidasas
en relacion al péptido parental. El descubrimiento de atin otro iséstero de enlaces amida no hidrolizable ha tenido un
impacto particular en el disefio de inhibidores de proteasas y éstos incluyen: hidroximetileno o ¢ [CH(OH)]; hidroxie-
tileno o Y[CH(OH)CH,] y ¢[CH,CH(OH)]; dihidroxietileno o (¢[CH(OH)CH(OH)], hidroxietilamina o ¢ [CH(OH)
CH,N], dihidroxietileno e hidroximetileno simétrico C,. Dichas modificaciones en el esqueleto han resultado extre-
madamente efectivas, ya que pueden representar miméticos de estado de transicidn o bioisoésteres del intermediario
tetraédrico hipotético (v.g., Y[C(OH),NH]) para esta clase de enzimas proteoliticas. Se espera que dichos derivados
tengan la propiedad de una mayor estabilidad a la degradacién enzimatica y que, por lo tanto, posean ventajas pa-
ra la formulacién de compuestos que pueden tener mayores vidas medias in vivo, al ser administrados por via oral,
intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, tépica, rectal, intraocular u otras vias.

Tanto las modificaciones en el esqueleto peptidico como en la cadena lateral pueden proporcionar extremos proto-
tipicos para el disefio de miméticos de estructura secundaria, como sugiere tipicamente el hecho de que la substitucién
de D-aminodcidos, N*-Me-aminoécidos, C*-Me-aminodcidos y/o deshidroaminodcidos en un extremo peptidico pue-
de inducir o estabilizar conformaciones regioespecificas de giro 3, giro y, lamina 8 o a-hélice. Hasta la fecha, se han
disenado una variedad de miméticos de estructura secundaria y se incorporado a péptidos o peptidomiméticos. El giro
[ ha tenido un interés particular en el drea del descubrimiento de fairmacos peptidomiméticos dirigidos a receptores.
Esta unidad estructural secundaria existe en una secuencia tetrapeptidica en la cual el primer y cuarto dtomo de C*
estdn separados en < 7 Ay se caracterizan ademds por aparecer en una region no helicoidal de la secuencia peptidica
y poseer un enlace de H intramolecular de diez miembros entre los residuos de aminoécidos i y i—4. Una de las
aproximaciones iniciales de significacioén para el disefio de miméticos de giro 3 era la plantilla basada en dipéptidos
monociclica que emplea una restriccién de cadena lateral a esqueleto en los sitios i+ 1 e i + 2. A lo largo de la pasa-
da década, se han desarrollado una variedad de otras plantillas monociclicas o biciclicas como miméticos de giro S.
Se han descrito miméticos de giro 8 monociclicos que ilustran la oportunidad potencial para disefiar andamiajes que
pueden incorporar cada una de las cadenas laterales (posiciones i, i+1, i+2 e i+3), asi como cinco de las ocho funcio-
nalidades NH o C=0, en la secuencia tetrapeptidica parental, secuencia tetrapeptidica modelada en conformaciones
de giro B de tipos I-IV. De forma similar, una plantilla de benzodiazepina ha mostrado utilidad como andamiaje de
mimético de giro 8 que también puede estar multisubstituido para simular funcionalizacién de cadena lateral, parti-
cularmente en las posiciones i e i + 3 de la secuencia tetrapeptidica correspondiente modelada en conformaciones de
giro 3 de tipo I-VI. Un mimético de giro y recientemente descrito ilustra una aproximacién innovadora para incorpo-
rar un substituto de retroamida entre los residuos de aminodcidos i e i—1 con un puente de etileno entre los dtomos
N! (es decir, nitrégeno que substituye al C’ del carbonilo) y N de las posiciones i € i+2, y esta plantilla permite la
posibilidad de las tres cadenas laterales de la secuencia tripeptidica parental. Finalmente, el disefio de un mimético de
lamina S proporciona una plantilla atractiva para restringir el esqueleto de un péptido al que simula una conformacién
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extendida. La ldmina S8 es de interés particular en el area del descubrimiento de farmacos peptidomiméticos dirigidos a
proteasas.

Los aminodcidos aromdticos pueden estar substituidos con D- o L-naftilalanina, D- o L-fenilglicina, D- o L-
2-tienilalanina, D- o L-1-, 2-, 3- o 4-pirenilala-nina, D- o L-3-tienilalanina, D- o L-(2-piridinil)ala-nina, D- o L-
(3-piridinil)alanina, D- o L-(2-pirazinil)-alanina, D- o L-(4-isopropil)fenilglicina, D-(trifluoro-metil)fenilglicina, D-
(trifluorometil)fenilalanina, D-p-fluorofenilalanina, D- o L-p-bifenilfenilalanina, D- o L-p-metoxibifenilfenilalanina,
D- o L-2-indol(alquil)alani-nas y D- o L-alquilaininas, donde el alquilo puede ser metilo, etilo, propilo, hexilo, butilo,
pentilo, isopropilo, isobutilo, sec-butilo, isopentilo 0 aminodcidos no 4cidos de C;-C,, substituidos o sin substituir.

Los aminodacidos acidos pueden estar substituidos con aminoécidos no carboxilados, manteniendo atn una carga
negativa, y derivados o andlogos de los mismos, tales como los ejemplos no limitativos de (fosfono)alanina, glicina,
leucina, isoleucina, treonina o serina; o sulfatados (v.g., -SO;H), como treonina, serina o tirosina.

Otras substituciones pueden incluir aminoécidos hidroxilados no naturales producidos combinando “alquilo” (se-
glin se define aqui y ejemplifica) con cualquier aminodcido natural. Los aminoécidos basicos pueden estar substituidos
con grupos alquilo en cualquier posicién de los aminodcidos naturales lisina, arginina, ornitina, citrulina o 4cido (gua-
nidino)acético, u otros acidos (guanidino)alquilacéticos, donde “alquilo” se define como antes. Los derivados de nitrilo
(v.g., que contienen el resto CN en lugar de COOH) pueden también substituir a la asparragina o a la glutamina y el
sulféxido de metionina puede substituir a la metionina. Los métodos de preparacién de dichos derivados peptidicos
son bien conocidos para un experto en la técnica.

Ademads, cualquier aminoédcido de dichos péptidos puede estar substituido por el mismo aminodcido, pero de
quiralidad opuesta. Asi, cualquier aminoédcido natural en la configuracién L (a la que también puede hacerse referencia
como R 0 S, dependiendo de la estructura de la entidad quimica) puede estar substituido con un aminoacido del mismo
tipo estructural quimico, pero de “caroled” opuesto, al que generalmente se hace referencia como aminoécido D, pero
al que se puede hacer adicionalmente referencia como R o S, dependiendo de su composicién y configuracién quimica.
Dichos derivados tienen la propiedad de una estabilidad mucho mayor a la degradacién enzimaética y, por lo tanto, son
ventajosos en la formulacién de compuestos que pueden tener vidas medias in vivo mds prolongadas, cuando se
administran por via oral, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, tpica, rectal, intraocular u otras.

Como modificaciones de aminoacidos adicionales de aminoacidos de polipéptidos GPCR de la presente invencion,
se pueden incluir los siguientes: pueden reaccionar residuos de cisteina con alfa-haloacetatos (y correspondientes ami-
nas), tales como 4cido 2-cloroacético o cloroacetamida, para dar derivados carboximetilicos o carboxiamidometilicos.
También se pueden derivatizar residuos de cisteinilo por reaccién con compuestos tales como bromotrifluoroacetona,
dcido alfa-bromo-beta-(5-imidozoil)propidnico, fosfato de cloroacetilo, N-alquilmaleimidas, disulfuro de 3-nitro-2-
piridilo, disulfuro de metil-2-piridilo, p-cloromercuribenzoato, 2-cloromercuri-4-nitrofenol o cloro-7-nitrobenzo-2-
oxa-1,3-diazol.

Se pueden derivatizar los residuos de histidilo por reaccién con compuestos tales como procarbonato de dietilo,
v.g., a pH 5,5-7,0, ya que este agente es relativamente especifico para la cadena lateral de histidilo, y también se puede
usar bromuro de para-bromofenacilo; v.g., cuando la reaccion es preferiblemente llevada a cabo en cacodilato de sodio
0,1 M a pH 6,0.

Los residuos terminales de lisinilo y amino pueden reaccionar con compuestos tales como anhidrido de acido suc-
cinico u otros anhidridos de acidos carboxilicos. Se espera que la derivatizacién con estos agentes tenga un efecto
de reversion de la carga de los residuos de lisinilo. Otros reactivos adecuados para derivatizar residuos que contienen
alfa-amino incluyen compuestos tales como imidoésteres, v.g., como picolinimidato de metilo, piridoxal fosfato, pi-
ridoxal, cloroborohidruro, dcido trinitrobencenosulfénico, O-metilisourea, 2,4 pentanodiona y la reaccién catalizada
con transaminasas con glioxilato.

Los residuos de arginilo pueden ser modificados por reaccién con uno o mds reactivos convencionales, entre ellos
fenilglioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclohexanodiona y ninhidrina segiin etapas de método conocidas. La derivatizacién
de los residuos de arginina requiere llevar a cabo la reaccién en condiciones alcalinas debido al alto pKa del grupo
funcional guanidina. Mds atin, estos reactivos pueden reaccionar con los grupos de la lisina, asi como con el grupo
épsilon-amino de la arginina.

Los residuos de tirosilo pueden ser modificados por reaccién con compuestos de diazonio aromaticos o tetranitro-
metano. Se pueden usar N-acetilimidazol y tetranitrometano para formar especies O-acetiltirosilo y 3-nitroderivados,
respectivamente.

Los grupos laterales carboxilo (aspartilo o glutamilo) pueden ser selectivamente modificados por reaccién con car-
bodiimidas (R’-NC-N-R’) tales como 1-ciclohexil-3-(2-morfolinil(4-etil)carbodiimida o 1-etil-3-(4-azonia-4,4-dime-
tilpentil)carbodiimida. Mds atn, los residuos de aspartilo y glutamilo pueden convertirse en residuos de asparraginilo
y glutaminilo por reaccién con iones amonio.

Los residuos de glutaminilo y asparraginilo pueden ser desamidados a los correspondientes residuos de glutamilo
y aspartilo. Alternativamente, estos residuos pueden ser desamidados en condiciones débilmente 4cidas. Cualquier
forma de estos residuos entra dentro del alcance de la presente invencion.
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La derivatizacién con agentes bifuncionales es 1til para el entrecruzamiento del péptido con ciertos restos quimicos.
Como agentes entrecruzantes cominmente usados, se incluyen, v.g., 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido,
ésteres de N-hidroxisuccinimida, por ejemplo ésteres con dcido 4-azidosalicilico, imidoésteres homobifuncionales, in-
cluyendo ésteres disuccinimidilicos tales como 3,3’-ditiobis(succinimidilpropionato) y maleimidas bifuncionales tales
como bis-N-maleimido-1,8-octano. Los agentes derivatizantes tales como metil-3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato
dan intermediarios fotoactivables capaces de formar entrecruzamientos en presencia de luz. Alternativamente, se pue-
den usar matrices insolubles en agua, tales como carbohidratos activados con bromuro de cianégeno y los substratos
reactivos descritos en las Patentes EE.UU. N° 3.969.287, 3.691.016, 4.195.128, 4.247.642, 4.229.537 y 4.330.440
(aqui incorporadas en su totalidad como referencia), para la inmovilizacién de proteinas.

Otras modificaciones de los polipéptidos GPCR de la presente invencion pueden incluir la hidroxilacién de prolina
y lisina, la fosforilacion de los grupos hidroxilo de los residuos serilo o treonilo, la metilacién de los grupos alfa-amino
de las cadenas laterales de lisina, arginina e histidina (T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecule Properties,
W. H. Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-86 (1983)), la acetilacion de la amina N-terminal, la metilacién de los
residuos de amida de la cadena principal (o substituciéon con N-metilaminoacidos) y, en algunos casos, la amidacién
de los grupos carboxilo C-terminales, segtin etapas de método conocidas.

Dichos restos derivatizados pueden mejorar la solubilidad, la absorcidn, la permeabilidad a través de la barrera
hematoencefdlica, la vida media bioldgica y similares. Dichos restos o modificaciones de los polipéptidos GPCR
pueden eliminar o atenuar alternativamente cualquier posible efecto colateral no deseable de la proteina y similares.
Se describen restos capaces de mediar en dichos efectos, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16*
ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa. (1980).

Dichos derivados quimicos de los polipéptidos GPCR pueden proporcionar también unién a soportes sélidos, in-
cluyendo, aunque sin limitacién, agarosa, celulosa, fibras huecas u otros carbohidratos poliméricos tales como agarosa
y celulosa, tal como para la purificacion, la generacién de anticuerpos o la clonacién; o para obtener propiedades
fisicas alteradas, tales como resistencia a la degradacién enzimaética o una mayor afinidad de unién o modulacién para
los GPCR, que se desea para composiciones terapéuticas que contengan polipéptidos GPCR, anticuerpos para los mis-
mos o fragmentos de éstos. Dichos derivados peptidicos son bien conocidos en la técnica, asi como las etapas de los
métodos para producir dichos derivados usando carbodiimidas, ésteres activos de N-hidroxisuccinimida o anhidridos
mixtos, como ejemplos no limitativos.

La variacidn sobre las secuencias de polipéptidos GPCR de la presente invencién puede incluir también: la adicién
de uno o més (v.g., dos, tres, cuatro o cinco) residuos de lisina, arginina u otros residuos bésicos o uno o mas (v.g.,
dos, tres, cuatro o cinco) residuos de glutamato o aspartato u otros residuos 4cidos en un extremo del péptido, donde
“acido” y “basico” son como aqui se define. Se pueden introducir también cargas negativas por adiciéon de grupos
carboxilo, fosfato, borato, sulfonato o sulfato. Dichas modificaciones pueden aumentar el contenido en alfa-hélice
del péptido por el “efecto dipolo de la hélice”. También pueden aportar una mayor solubilidad acuosa del péptido y
permitir la correcta insercidon de péptidos en una estructura de membrana.

En otra aproximacidn, se han usado una variedad de aminodcidos no codificados o modificados tales como D-
aminodcidos y N-metilaminodcidos para modificar péptidos de mamiferos. Alternativamente, se ha estabilizado una
presunta conformacion bioactiva por medio de una modificacién covalente, tal como ciclacién, o por incorporacién
de gamma-lactama o de otros tipos de puentes. Véanse, v.g., Veber y Hirschmann, y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 1978 75 2636, y Thorsett, y col., Biochem Biophys. Res. Comm., 1983 111 166. El objetivo primario de tales
manipulaciones no ha sido evitar el metabolismo o aumentar la biodisponibilidad oral, sino mds bien restringir una
conformacién bioactiva para aumentar la potencia o para inducir una mayor especificidad para un subtipo de receptor.

Los anteriores ejemplos de agonistas o antagonistas peptidomiméticos basados en andamiaje peptidico o plantilla
no peptidica ilustran diversas estrategias para elaborar modelos de conformacién bioactiva y/o de farmacéforos de
ligandos peptidicos en sus receptores. En muchos casos, también se ha conseguido selectividad de los subtipos de
receptores pro modificaciones estructurales sistemadticas de extremos prototipicos de peptidomiméticos. Asi, aunque
las estructuras 3D de los GPCR siguen siendo dificiles de encontrar (excepto para modelos construidos a partir de
estructuras 3D de baja resoluciéon basadas en homologia de bacteriorrodopsina o rodopsina, véase lo que antecede), el
desarrollo de modelos de farmacéforos utilizando la aproximacion jerdrquica en el disefio de formacos basado en la
estructura de péptidos — peptidomiméticos es prometedor.

4. Purificacion de péptidos de transmembrana GPCR

Los polipéptidos de esta invencién pueden ser purificados hasta una pureza substancial por técnicas estdndar, in-
cluyendo la precipitacién selectiva con substancias tales como sulfato de amonio, la cromatografia en columna, los
métodos de inmunopurificacién y otros. Véase, por ejemplo, R. Scopes, Protein Purification: Principles and Practi-
ce, Springer-Verlag: New York (1982), aqui incorporado como referencia. Por ejemplo, los péptidos y proteinas de
transmembrana GPCR y los polipéptidos producidos por tecnologia de ADN recombinante son purificados por una
combinacidn de lisis celular (v.g., sonicacién) y cromatografia de afinidad o inmunoprecipitacion con un anticuerpo
especifico para péptidos de transmembrana GPCR o un fragmento peptidico de éstos. Para los productos de fusion, la
digestion posterior de la proteina de fusién con una enzima proteolitica apropiada libera el polipéptido deseado. Las
proteinas pueden ser entonces ademads purificadas por técnicas de quimica proteica estdndar. Una proteina purifica-
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da exhibe preferiblemente una sola banda en un gel electroforético. Se recuerda a los expertos en la técnica que los
métodos deben tener en cuenta la naturaleza hidrofébica de los péptidos.

5. Deteccion de productos génicos de péptidos de transmembrana GPCR

Los péptidos de transmembrana GPCR o un fragmento peptidico de los mismos pueden ser detectados o cuantifi-
cados por una variedad de métodos. Los métodos preferidos incluyen el uso de anticuerpos especificos.

a. Deteccion de péptidos de transmembrana GPCR por inmunoensayo
i. Produccion de anticuerpos

Los métodos de produccién de anticuerpos policlonales y monoclonales son conocidos para los expertos en la
técnica. Véanse, v.g., Coligan (1991), CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NY; y Harlow
and Lane (1989), ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Press, NY; Stites y col., (eds.)
BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY (4% ed.), Lange Medical Publications, Los Altos, CA, y las referencias alli
citadas; Goding (1986), MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES AND PRACTICE (2° ed.) Academic Press,
New York, NY; y Kohler y Milstein (1975), Nature, 256:495-497. Dichas técnicas incluyen la preparacién de anti-
cuerpos por seleccidn de anticuerpos a partir de librerias de anticuerpos recombinantes en fagos o vectores similares.
Véanse Huse y col., (1989), Science, 246:1275-1281; y Ward y col. (1989) Nature, 341:544-546. Por ejemplo, para
producir antisueros para uso como inmunoensayo, se aisla un polipéptido como se describe aqui. Por ejemplo, se
produce proteina recombinante en una linea celular transformada. Se inmuniza una cepa endogdmica de ratones o
conejos con el péptido usando un adyuvante estandar, tal como adyuvante de Freund, y un protocolo de inmunizacién
estandar. Alternativamente, se puede usar un péptido sintético derivado de las secuencias aqui descritas y conjugado a
una proteina de soporte como inmunégeno.

Se pueden usar una serie de inmundgenos para producir anticuerpos especificamente reactivos con péptidos de
transmembrana GPCR o con un fragmento peptidico de los mismos. La proteina recombinante es el inmunégeno
preferido para la produccién de anticuerpos monoclonales o policlonales. También se puede usar proteina natural en
forma pura o impura. También se pueden usar péptidos sintéticos producidos usando los péptidos de transmembrana
GPCR o un fragmento peptidico de los mismos de las secuencias aqui descritas como inmunégeno para la produccién
de anticuerpos para la proteina. La proteina recombinante puede expresarse en células eucaridticas o procaridticas,
como se ha descrito anteriormente, y ser purificada como se ha descrito antes en general. El producto es entonces
inyectado en un animal capaz de producir anticuerpos. Se pueden generar anticuerpos monoclonales o policlonales
para posterior uso en inmunoensayos para medir la proteina.

Los métodos de produccién de anticuerpos policlonales son conocidos para los expertos en la técnica. Resumiendo,
se mezcla un inmundégeno, preferiblemente una proteina purificada tal como péptidos de transmembrana GPCR o un
fragmento peptidico de los mismos, con un adyuvante y se inyecta en un animal de eleccién (v.g., un ratén, una rata,
un conejo, un cerdo, una cabra, una vaca, un caballo, pollos, etc.) a intervalos de 1-4 semanas. Se puede conjugar el
inmundgeno a una proteina de soporte y puede servir de inmundgeno. Se monitoriza la respuesta inmune del animal
a la preparacién de inmundgeno tomando muestras de ensayo de sangre y determinando el titulo de reactividad con
los péptidos de transmembrana GPCR o un fragmento peptidico de éstos. Cuando se obtienen titulos apropiadamente
altos de anticuerpo para el inmundgeno, se recoge sangre del animal y se preparan antisueros. Se puede hacer atin una
fraccionacién de los antisueros para enriquecer en anticuerpos reactivos con la proteina si se desea. (Véase Harlow y
Lane, antes citado).

Se recogen los sueros policlonales y se titulan frente a la proteina inmunogénica en un inmunoensayo, por ejem-
plo un inmunoensayo en fase sélida con el inmunégeno inmovilizado sobre un soporte sélido. Se seleccionan los
antisueros policlonales con un titulo de 10* o superior y se comprueba su reactividad cruzada frente a péptidos de
transmembrana no-GPCR o incluso péptidos de transmembrana GPCR de otros tipos celulares u otras especies o un
fragmento peptidico de los mismos, usando un inmunoensayo de unién competitiva (véase, v.g., Harlow y Lane, antes
citado, en las paginas 570-573). Los anticuerpos y antisueros monoclonales y policlonales especificos normalmente
se unirdn con una Ky de al menos aproximadamente 0,1 mM, mds normalmente de al menos aproximadamente 1 uM,
preferiblemente de al menos aproximadamente 0,1 M o mayor, y mds preferiblemente de 0,01 M o mayor.

Se pueden obtener anticuerpos monoclonales por diversas técnicas con las que los expertos en este campo estan
familiarizados. Resumiendo, se inmortalizan células de bazo de un animal inmunizado con un antigeno deseado,
comunmente por fusién con una célula de mieloma (véase Kohler y Milstein, Eur. J. Immunol. 6:511-519 (1976),
aqui incorporado como referencia). Como métodos alternativos de inmortalizacién, se incluyen la transformacién
con Virus Epstein Barr, oncogenes o retrovirus, u otros métodos bien conocidos en la técnica. Se hace un rastreo de
colonias que surgen de células inmortalizadas simples en cuanto a la produccién de anticuerpos de la especificidad y
afinidad deseadas para el antigeno y el rendimiento de los anticuerpos monoclonales producidos por dichas células
puede aumentar gracias a varias técnicas, incluyendo la inyeccién en la cavidad peritoneal de un huésped vertebrado.
Alternativamente, se pueden aislar secuencias de ADN que codifiquen un anticuerpo monoclonal o un fragmento de
unién del mismo rastreando una libreria de ADN de células B humanas segtin el protocolo general sefialado por Huse
y col., (1989) Science 246:1275-1281.
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ii. Inmunoensayos

Se puede medir una proteina particular por una variedad de métodos de inmunoensayo. Para una revisién de
procedimientos inmunolégicos y de inmunoensayo en general, véase BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY, 7*
Edicién (D. Stites y A. Terr, eds.) 1991. Mas atn, los inmunoensayos de la presente invencidon pueden ser llevados a
cabo en cualquiera de varias configuraciones, que estdn ampliamente revisadas en ENZYME IMMUNOASSAY, E.T.
Maggio, ed., CRC Press, Boca Raton, Florida (1980); “Practice and Theory of Enzyme Immunoassays”, P. Tijssen, en
LABORATORY TECHNIQUES IN BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY, Elsevier Science Publishers
B.V. Amsterdam (1985); y Harlow y Lane, ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, antes citado, cada una de
las cuales es aqui incorporada como referencia.

Los inmunoensayos para péptidos o peptidomiméticos de transmembrana GPCR o subfragmentos de los mismos
pueden usar un antisuero policlonal producido contra un péptido o peptidomimético de la invencion. Este antisuero es
seleccionado para tener una baja reactividad cruzada frente a otros péptidos (distintos de los péptidos de transmem-
brana no-GPCR u otros péptidos de transmembrana GPCR) y cualquier reactividad cruzada de este tipo es eliminada
por inmunoabsorcién antes de su uso en el inmunoensayo.

Se pueden usar inmunoensayos en el formato de unién competitiva para las determinaciones de reactividad cruzada.
Por ejemplo, se puede inmovilizar un antigeno peptidico de referencia de la invencién en un soporte sélido. Se mide la
capacidad de otras moléculas (distintas de los péptidos de transmembrana no-GPCR, o desconocidas) para competir
con la unién de antisueros que reconocen el antigeno peptidico de referencia inmovilizado. Se compara la capacidad de
tales moléculas para competir con la unién de un antisuero o anticuerpo al péptido de referencia inmovilizado con una
molécula estandar, tal como el propio antigeno peptidico de referencia. Se calcula el porcentaje de reactividad cruzada
usando célculos estandar. Se seleccionan antisueros con menos de un 10% de reactividad cruzada para moléculas que
tienen reactividad cruzada y se retinen. Se elimina eventualmente cualquier anticuerpo que tenga reactividad cruzada
de los sueros reunidos por inmunoabsorcién con moléculas que tienen reactividad cruzada.

Se usan entonces los antisueros inmunoabsorbidos y reunidos en un inmunoensayo de unién competitiva para
comparar la unién de una segunda proteina con la del antigeno peptidico de referencia. Para hacer esta comparacion,
cada una de las dos moléculas en un amplio rango de concentraciones y se determina la cantidad de cada molécula
requerida para inhibir el 50% de la unién de los antisueros al antigeno peptidico de referencia inmovilizado. Si la
cantidad de la segunda proteina requerida es menor de 10 veces la cantidad del péptido de referencia usado para
producir el anticuerpo, entonces se dice que la segunda proteina se une especificamente a un anticuerpo generado para
el antigeno peptidico de referencia.

La presencia de un polipéptido deseado (incluyendo péptido, producto de traducciéon o producto de digestion
enzimdtica) en una muestra puede ser detectada y cuantificada usando andlisis Western blot. La técnica consiste, en
general, en separar los productos de la muestra por electroforesis en gel en base al peso molecular, transferir las
proteinas separadas a un soporte s6lido adecuado (tal como un filtro de nitrocelulosa, un filtro de nilén o un filtro
de nilén derivatizado) e incubar la muestra con anticuerpos de marcaje que se unen especificamente a la proteina
analito. Los anticuerpos de marcaje se unen especificamente al analito sobre el soporte sélido. Estos anticuerpos son
marcados directamente, o alternativamente se detectan después usando agentes de marcaje tales como anticuerpos
(v.g., anticuerpos de oveja anti-ratén marcados donde el anticuerpo para un analito es un anticuerpo murino) que se
unen especificamente al anticuerpo de marcaje.

6. Deteccion de secuencias de péptidos de transmembrana GPCR, péptidos y peptidomiméticos que inhiben optima-
mente las propiedades y funciones biologicas de los GPCR

Los péptidos o variantes peptidicas de la invencién que modulan la actividad bioldgica de los GPCR son general-
mente identificados como sigue. Se seleccionan secuencias peptidicas a partir de los dominios de transmembrana del
GPCR que se ha de abordar. Los dominios de transmembrana son ficilmente determinados por aplicacién de modelos
de ordenador a secuencias conocidas. También se utilizan modelado por ordenador y comparacion con secuencias de
péptidos de transmembrana conocidas para definir la orientacién de la secuencia peptidica en la membrana, permi-
tiendo asf la determinacion del extremo de la secuencia peptidica que se encuentra hacia el aspecto extracelular de la
membrana plasmatica. La seleccién de un dominio de transmembrana preferido para abordarlo es en gran medida em-
pirica. Hemos visto que péptidos derivados del dominio de transmembrana 2 son inhibidores particularmente efectivos
de la funciéon GPCR. Alternativamente, secuencias peptidicas seleccionadas a partir del dominio de transmembrana 4
también han resultado ser antagonistas efectivos.

Al seleccionar una secuencia peptidica, se sintetiza una secuencia de transmembrana de referencia y se modifica
sistematicamente para identificar variantes (o andlogos) que tengan propiedades mejoradas. Las modificaciones intro-
ducen una carga negativa en el extremo extracelular de la secuencia peptidica. Se pueden afiadir cargas negativas en
forma de residuos de aminoacidos acidos tales como Asp o Glu. El nimero de residuos acidos afiadidos es tipica-
mente de 1 a 3 dependiendo de la hidrofobicidad de la secuencia peptidica y de la posterior necesidad de aumentar
la solubilidad del péptido. Ademads, los péptidos preferibles tienen una carga neutra en el extremo del péptido que se
orienta hacia el aspecto intracelular de la membrana plasmadtica. Asi, la naturaleza hidrofébica global de dicho péptido
de transmembrana dard lugar a insercién en una membrana y la carga negativa en el extremo extracelular dard lugar a
que el péptido tenga la misma orientacién que el dominio GPCR de transmembrana del que deriva. Se puede estudiar
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la inserci6én en la membrana por microscopia fluorescente de andlogos peptidicos marcados usando una metodologia
conocida para los expertos en la técnica, como se ilustra aqui en el Ejemplo 3.

En general, se determina la capacidad del péptido o de las variantes peptidicas para modular la actividad del GPCR
de interés estudiando la capacidad del péptido para inhibir la activacién inducida por un ligando natural del GPCR
de interés. La activacion de la mayoria de los GPCR da lugar a un aumento en el AMPc o a la liberacién de calcio
intracelular. Asi, si la activacion del GPCR de interés aumenta el AMPc, se determina la actividad inhibitoria del
péptido midiendo los niveles de AMPc mediante métodos conocidos para los expertos en la técnica (véase, v.g., C.
Nordstedt y B.B. Fredholm Anal. Chem. 189: 231-234 (1990). De forma similar, si la activacion del GPCR de interés
libera calcio intracelular, se determina la actividad inhibitoria del péptido midiendo los niveles de calcio intracelular
como se ilustra en los ejemplos que se dan a continuacion.

Los péptidos pueden ser estudiados para otras propiedades, incluyendo las siguientes:
- mayor capacidad para modular la actividad GPCR;

- mayor resistencia a la proteolisis;

- mejor solubilidad;

- vida media mds larga o mds corta, particularmente en medio de cultivo o en un fluido biolégico tal como plasma
0 sangre entera;

- mejor capacidad para insertarse en un compartimento de membrana, especialmente en una orientacién particular,
por medios conocidos en la técnica.

También se pueden sintetizar variantes peptidicas que tengan una o mas de las siguientes modificaciones:
- substitucién conservadora o no conservadora de cualquiera de los residuos de aminoacidos;

- delecion o adicién de residuos en cualquier posicion;

- modificacién quimica de cualquier residuo;

- andlogos peptidomiméticos del péptido de referencia.

Se pueden disefiar y/o rastrear variantes peptidicas racionalmente para usar metodologias de rastreo de alto rendi-
miento aplicadas a librerias combinatorias. Los métodos de generacién de librarias combinatorias y de rastreo de tales
librerias usando métodos de alto rendimiento son bien conocidos para los expertos en la técnica (véase, v.g., Baum,
C&EN (7 de Febrero de 1994): 20-26, y las referencias allf citadas).

Estas variantes peptidicas son también estudiadas en cuanto a cualquiera de las propiedades antes enumeradas. En
general, se considera que una variante peptidica tiene mejores propiedades en relacion al péptido de referencia si una
propiedad o pardmetro mensurables dados tienen un valor que es al menos un 10%, preferiblemente al menos un 30%,
mas preferiblemente al menos un 75% y mads preferiblemente al menos un 95% mejor que el valor para el péptido de
referencia.

La capacidad relativa de los péptidos modificados (en comparacién con el péptido de referencia) para modular
una actividad biolégica GPCR es estudiada como sigue. Se expone una linea celular que expresa un GPCR y exhibe
una actividad biolégica mediada por GPCR al péptido de referencia o al modificado en condiciones idénticas y se
mide la propiedad biolégica del GPCR en ausencia o presencia de cualquiera de los péptidos. Como ejemplos de
lineas celulares, GPCR expresados por la linea celular y propiedades reguladas por GPCR medidas, se incluyen los
siguientes:

- cualquier célula que expresa de manera estable CXCR4, especialmente células unidas, incluyendo células que es-
tan sometidas a ingenieria genética para expresar CXCR4, incluyendo células HeLa; CXCR4; flujo de calcio inducido
por el factor I derivado de células del estroma;

- cualquier célula que exprese establemente CXCR4, especialmente células unidas, incluyendo células que estdn
sometidas a ingenieria genética para expresar CXCR4, incluyendo células CM; CXCR4; infeccién por VIH-1;

- cualquier célula que exprese de forma estable CCKAR, especialmente células unidas, incluyendo células que

estan sometidas a ingenieria genética para expresar CCKAR, tales como células CHO; CCKAR; liberacién de calcio
inducida por colecistoquinina;

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2299 242 T3

- cualquier que exprese de forma estable CCRS5 humano. Especialmente células unidas, incluyendo células que es-
tdn sometidas a ingenieria genética para expresar CCRSY, incluyendo células HEK; CCRS; liberacién de calcio inducida
por RANTES.

Se mide la actividad inhibitoria exponiendo células que expresan GPCR a un rango de concentraciones de un an-
tagonista de ensayo y midiendo una propiedad o actividad bioldgica asociada a ese GPCR. Las concentraciones de
ensayo pueden variar de 1 nanomolar a 100 micromolar, dependiendo de la solubilidad y afinidad del péptido. Se
realiza el rastreo inicial usando diluciones de factor 10, tales como 50, 5, 0,5 y 0,05 micromolar. Se reduce entonces la
menor concentracién activa en decrementos del 10% para determinar la menor concentracién efectiva. La propiedad
medida puede ser la unién a un ligando (por ejemplo, unién del octapéptido de colecistoquinina a CCKAR) o la pro-
duccién de una respuesta metabdlica mensurable (v.g., flujo alterado de iones o translocacion, fosforilacién alterada,
sintesis o degradacion de proteinas alterada, morfologia celular alterada, secrecion alterada, produccién alterada de
componentes particulares, tales como fosfatos de inositol solubles, unién de un virus y posterior infeccion, crecimien-
to tumoral, quimiotaxis, respuesta mitogénica, activacién del crecimiento celular, secrecion, contraccién muscular,
actividad vasopresora y vasodepresora, transmision sindptica y liberacién de calcio intracelular, etc.)

Se ha descrito que los siguientes GPCR tienen un papel en la infeccién por VIH:

STRL33  Solicitud Provisional EE.UU. N° 60/042.880;

CCRRS5  Solicitud de Patente EE.UU. N° 60/042.880;

CCRS: Solicitud Provisional EE.UU. N° 60/054.094;

CCR2 Proc. Natl. Acad. Sci. USA: 2752-2756 (1994)
J. Biol. Chem. 270: 29671-29675 (1995)

CCR3: J. Biol. Chem. 270: 16491-16494 (1995)
CX3CR1: DNA Cell Biol. 14: 673-680 (1995)

La siguiente es una lista de péptidos de transmembrana que tienen propiedades antagonistas de GPCR:
Del GPCR CXCR4

F-2-2: LLFVITLPFWAVDAVANWYFGNDD

F-2-5: LLFVITLPFWAVDAVANDD-OH

F-4-2: VYVGVWIPALLLTIPDFIFANDD-OH

F-6-1: VILILAFFACWLPY YIGISID-OH

F-7-3: DDEALAFFHCCLNPILYAFL-NH,

F-7-4: DDSITEALAFFHCCLNPILYAFL-NH,
Del G PCR CCRS

CCRS5-TM-2-2: LFFL LTVPFWAHYAAAQWDFGDD

CCRS5-TM-4-1; FGVVTSVITWVVAVFASLPGIIFTSSDD

CCRS5-TM-6-1: LIFTIMIVYFLFWAPYNIVLLLNTFQED

CCRS-TM-7-1: DDQAMQVTETLGMTHCCINPIYAFV (no un péptido de la invencién)
Del GPCR CCR2

CCR2-TM-2-1: IYLLNLAISDLLFLITLPLWADD-OH

CCR2-TM-2-2: LLFLITLPLWAH SAANEW VFGNDD-OH

CCR2-TM-4-1: FGVVTSVITWLVAVF ASVPGIIFTDD
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CCR2-TM-6-1: VIFTIMIVYFLFWTPYN IVILLNTFQED
CCR2-TM-7-1: DDATQVT ETLGMTHCCINPIYAFV (no un péptido de la invencién)
Del GPCR CCR3
CCR3-TM-2-1: LLFLVTLPFW IHY VRGHNW VFGDDD
CCR3-TM-4-1: FGVITSIVTWGLAVLAALPEFI FYETED
CCR3-TM-6-1: IFVIMAVFFI FWTPYNVAILLSSYQSDD
CCR3-TM-7-1: DDLVMLVTEVIAY SHCCMNPVIYAFV (no un péptido de la invencién)
Del GPCR CCKAR
CCKAR-TM-1-6: DDEWQSALQILLYSIFLLSVLGNTLVITV (no un péptido de la invencion)
CCKAR-TN-2-1: FLLSLAVSDLMLCLFCMPENLP
CCKAR-TM-2-2: FLLSLAVSDLMLCLFCM PFENLIDD
CCKAR-TM-6-4: IVVLFFLCWMPIFSANAWRAYDTVDD
7. Realizaciones de tratamiento
Las composiciones que contienen los presentes péptidos de transmembrana GPCR, o un céctel de los mismos (es
decir, con otras moléculas, incluyendo otros péptidos de la invencidn), pueden ser administradas para tratamientos
terapéuticos. Las moléculas de la presente invencién son usadas para proteger a un paciente de patologias asociadas a
GPCR, modulando las actividades bioldgicas asociadas al GPCR. “Proteccion” frente a la infeccién o la enfermedad,
tal como se usa aqui, pretende abarcar “prevencién” o “tratamiento.” “Tratamiento” incluye la administracién de la
composicion protectora a un paciente que exhibe sintomas de una patologia asociada a GPCR (por ejemplo, infeccién
por VIH-1), para reducir o suprimir los sintomas de la patologia. Otros ejemplos de condiciones asociadas a GPCR
que pueden ser tratadas con los péptidos de la invencién incluyen:

- céancer. Por ejemplo, se sabe que el receptor del péptido intestinal vasoactivo (VIP) se sobreexpresa en
el cancer de mama y el cancer de pulmén y se sabe que los antagonistas del VIP inhiben el crecimiento
tumoral. Asi, un péptido de la invencidn es probablemente efectivo en la inhibicién de tales canceres;

- antagonistas de los receptores de quimiokinas como farmacos antiinflamatorios y antiasmaéticos;

- rechazo de tejidos;

- antagonistas del receptor del neuropéptido Y como farmacos antiobesidad,;

- antagonistas del receptor de dopamina D4 como farmacos para el tratamiento de la depresion, del trastorno
de hiperactividad con déficit de atencidn y de la esquizofrenia;

- antagonistas del Receptor del Factor Liberador de Corticotropina para el tratamiento de trastornos relacio-
nados con la depresion y la ansiedad;

- antagonistas del receptor de angiotensina como medio de control de la presién sanguinea;

- antagonistas del receptor del péptido liberador de gastrina y de los receptores de somatostatina y gastrina
como agentes antineoplasicos que enlentecen el crecimiento de tumores endocrinos;

- antagonistas de los receptores de opioides como aniquiladores del dolor.
a. Composiciones farmacéuticas

Las composiciones para administracién pueden estar en forma de solucién, suspension, tabletas, pildoras, cép-
sulas, polvo, gel, crema, locidn, ungiiento, aerosol o similares. En una realizacién preferida, las composiciones para
administracién consisten en una solucidn de los péptidos de transmembrana GPCR disueltos en un soporte farmacéuti-
camente aceptable, preferiblemente un soporte acuoso. Se puede usar una variedad de soportes acuosos, v.g., solucién
salina tamponada y similares. Estas soluciones son estériles y estdn generalmente libres de materia indeseable. Es-
tas composiciones pueden ser esterilizadas por técnicas de esterilizacién convencionales bien conocidas. En algunas
realizaciones, los péptidos de transmembrana GPCR son presentados en forma de polvo.
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Se pueden combinar los péptidos de transmembrana GPCR y andlogos con excipientes convencionales, tales como
grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almiddn, estearato de magnesio, sacarina sédica, talco, celulosa, glucosa,
sacarosa, carbonato de magnesio y similares. Las composiciones pueden contener substancias auxiliares farmacéuti-
camente aceptables seglin sea necesario para aproximarse a las condiciones fisioldgicas, tales como agentes para el
ajuste del pH y tamponantes, agentes para el ajuste de la toxicidad y similares, por ejemplo acetato de sodio, cloru-
ro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, lactato de sodio y similares. La concentracién del GPCR en estas
formulaciones puede variar ampliamente y se seleccionard primariamente en base a los volimenes de fluidos, a las
viscosidades, al peso corporal y similares segtin el modo particular de administracién seleccionado y las necesidades
del paciente.

b. Administracion y dosificacion

Se administra la composicién o el medio farmacéutico que contiene un péptido de transmembrana GPCR por via
oral, parenteral, enteral, gastrica, tépica, subcutdnea, rectal, local o sistémica. Por ejemplo, los compuestos pueden ser
inyectados en el torrente sanguineo usando una cdnula o un catéter; se selecciona la vena o arteria para maximizar la
administracién al/a los tejido(s) afectado(s). Los métodos reales para preparar composiciones administrables por via
parenteral serdn conocidos o aparentes para los expertos en la técnica y se describen con més detalle en publicaciones
tales como Remington’s Pharmaceutical Science, 15* ed., Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania (1980).
Se reconoce que los péptidos y polipéptidos de transmembrana GPCR y compuestos relacionados antes descritos,
cuando se administran oralmente, deben ser protegidos de la digestién. Se consigue esto tipicamente acomplejando la
proteina con una composicion para hacerla resistente a la hidrdlisis dcida y enzimética o empaquetando la proteina
en un soporte apropiadamente resistente, tal como un liposoma. Se conocen bien la técnica medios de proteccidon de
proteinas frente a la digestion.

En aplicaciones terapéuticas, las composiciones son administradas a un paciente que sufre de una enfermedad o
condicién en una cantidad suficiente para curar o al menos detener parcialmente los sintomas de la enfermedad o con-
diciones y sus complicaciones. Se define una cantidad adecuada para conseguirlo como una “dosis terapéuticamente
efectiva”. Las cantidades efectivas para este uso dependeran de la gravedad de las condiciones que se han de tratar y
del estado general de salud del paciente.

En general, la dosificacién que se ha de administrar es la cantidad necesaria para modular una actividad biol6gica
GPCR. Se entiende que la dosificacién de un polipéptido GPCR de la presente invencién dependerd de la edad, del
sexo, de la salud y del peso del receptor, del tipo de tratamiento concurrente, de haberlo, de la frecuencia de tratamiento
y de la naturaleza del efecto deseado. Los rangos de dosis efectivas aqui proporcionados no pretenden limitar a los
inventores y representan rangos preferidos de dosis. La dosificacién mds preferida serd adaptada al sujeto individual,
como entiende y puede determinar un experto en la técnica, sin excesiva experimentacion. Se contempla que los
compuestos serdn administrados bajo la guia de un médico, quien determinard las dosificaciones exactas, monitorizara
el progreso del tratamiento y determinara si una administracién dada es eficaz y suficiente, o si se necesitan posteriores
administraciones.

La concentracion de compuestos que se ha de administrar en un tiempo dado y a un paciente dado variardn de 0,1 ug
a 100 mg y preferiblemente de 0,1 a 10 mg al dia por paciente. La dosificacién y el modo de administracién pueden ser
seleccionados para conseguir y eventualmente mantener una concentracién local en los fluidos que contactan con las
células diana de aproximadamente 0,001-50 ug/ml, preferiblemente de 0,1-10 pg/ml. Se pueden usar dosificaciones de
0,1 a aproximadamente 100 mg por paciente al dfa, particularmente cuando se administra el formaco a un sitio apartado
y no al torrente sanguineo, tal como a una cavidad corporal o un lumen de un érgano. Son posibles dosificaciones
substancialmente mayores en administracion topica.

Pueden ser necesarias administraciones tinicas o multiples de las composiciones dependiendo de la dosificacion y
de la frecuencia requeridas y toleradas por el paciente. En cualquier caso, la composicidon debe aportar una cantidad
suficiente de los péptidos de esta invencidn para tratar con efectividad al paciente.

c. Terapia génica

La presente invencion describe dcidos nucleicos codificantes de péptidos de transmembrana GPCR empaquetables
para la transformacién de células in vitro e in vivo. Estos dcidos nucleicos empaquetables pueden ser insertados en
cualquiera de una serie de vectores bien conocidos para la transfeccién y transformacién de células y organismos
diana.

Los 4cidos nucleicos son transfectados en células, ex vivo o in vivo, a través de la interaccion del vector y de
la célula diana. El 4cido nucleico codificante del péptido de transmembrana GPCR, bajo el control de un promotor,
expresa entonces el péptido de transmembrana GPCR, modulando asi la actividad bioldgica de un GPCR diana.

Se han usado dichos procedimientos de terapia génica para corregir defectos genéticos adquiridos y heredados, el
céancer y la infeccion virica en una serie de contextos. La capacidad para expresar genes artificiales en humanos facilita
la prevencion y/o la cura de muchas enfermedades humanas importantes, incluyendo muchas enfermedades que no
pueden ser llevadas a tratamiento mediante otras terapias. Como ejemplo, la expresion in vivo de genes reguladores
del colesterol, genes que bloquean selectivamente la replicacién del VIH y genes supresores de tumores en pacientes
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humanos mejora dramdticamente el tratamiento de la enfermedad cardiaca, del SIDA y del cancer, respectivamente.
Para una revision de procedimientos de terapia génica, véase Anderson, Science (1992) 256:808-813; Nabel y Felgner
(1993) TIBTECH 11: 211-217; Mitani y Caskey (1993) TIBTECH 11: 162-166; Mulligan (1993) Science 926-932;
Dillon (1993) TIBTECH 11: 167-175; Miller (1992) Nature 357: 455-460; Van Brunt (1988) Biotechnology 6(10):
1149-1154; Vigne (1995) Restorative Neurology and Neuroscience 8: 35-36; Kremer y Perricaudet (1995) British
Medical Bulletin 51(1) 31-44; Haddada y col., (1995), en CURRENT TOPICS IN MICROBIOLOGY AND IMMU-
NOLOGY, Doerfler Bohm (eds.) Springer-Verlag, Heidelberg, Alemania; y Yuy col., GENE THERAPY (1994) 1:13-
26.

La administracién del gen o del material génico a la célula es la primera etapa critica en el tratamiento con terapia
génica de la enfermedad. Un gran nimero de métodos de administracién son bien conocidos para los expertos en la
técnica. Dichos métodos incluyen, por ejemplo, administracién de genes basada en liposomas (Debs y Zhu (1993),
WO 93/24640; Mannino y Gould-Fogerite (1988), BioTechniques 6(7): 682-691; Rose, Pat. EE.UU. N° 5.279.833;
Brigham (1991), WO 91/06309; y Felgner y col., (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7413-7414) y vectores
retroviricos defectivos en cuanto a replicacién que albergan una secuencia polinucleotidica terapéutica como parte del
genoma retrovirico (véanse, v.g., Miller y col. (1990), Mol. Cell. Biol. 10:4239 (1990); Kolberg (1992), J. NIH Res.
4:43, y Cornetta y col., Hum. Gene Ther. 2:215 (1991)). Como vectores retroviricos ampliamente usados, se incluyen
los basados en el virus de la leucemia murina (MuLV), el virus de la leucemia de monos gibones (GaLV), el virus
de la inmunodeficiencia de los simios (SIV), el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y sus combinaciones.
Véanse, v.g., Buchscher y col., (1992) J. Virol. 66(5) 2731-2739; Johann y col. (1992) J. Virol. 66 (5):1635-1640
(1992); Sommerfelt y col., (1990) Virol. 176:58- 59; Wilson y col., (1989) J. Virol. 63:2374-2378; Miller y col.,
J. Virol. 65:2220-2224 (1991); Wong-Staal y col., PCT/US94/05700, y Rosenburg y Fauci (1993) en Fundamental
Immunology, Tercera Edicién, Paul (ed.) Raven Press, Ltd., New York y las referencias allf citadas e Y. y col., GENE
THERAPY (1994), antes citado).

También se usan vectores basados en AAV para transducir células con dcidos nucleicos diana, v.g., en la produc-
cién in vitro de acidos nucleicos y péptidos y en procedimientos de terapia génica in vivo y ex vivo. Véanse West y
col., (1987) Virology 160: 38- 47; Carter y col., (1989), Patente EE.UU. N° 4.797.368; Carter y col., WO 93/24641
(1993); Kotin (1994), Human Gene Therapy 5:793- 801; Muzyczka (1994), J. Clin. Invest. 94:1351, y Samulski (an-
tes citado) para una revision de vectores AAV. Se describe la construccidon de vectores AAV recombinantes en una
serie de publicaciones, incluyendo Lebkowski, Pat. EE.UU. N° 5.173.414; Tratschin y col., (1985), Mol. Cell. Biol.
5(11):3251-3260; Tratschin y col., (1984), Mol. Cell. Biol., 4:2072-2081; Hermonat y Muzyczka (1984), Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 81:6466-6470; McLaughlin y col., (1988), y Samulski y col. (1989), J. Virol., 63:03822-3828. Como
lineas celulares que pueden ser transformadas por rAAYV, se incluyen las descritas en Lebkowski y col. (1988), Mol.
Cell. Biol., 8:3988-3996.

1. Transferencia génica in vitro

Se espera que los expertos en la técnica tengan conocimientos de los numerosos sistemas de expresion disponibles
para la expresion de ADN codificante de péptidos de transmembrana GPCR o de un fragmento peptidico de los
mismos. No se hace aqui intento alguno de describir con detalle los diversos métodos conocidos para la expresion de
proteinas en procariontes o eucariontes.

Existen varios métodos bien conocidos de introduccion de dcidos nucleicos en células bacterianas y animales,
cualquiera de los cuales puede ser usado en la presente invencion. Estos incluyen: precipitacién con fosfato de calcio,
fusién de las células receptoras con protoplastos bacterianos que contienen el ADN, tratamiento de las células recep-
toras con liposomas que contienen el ADN, DEAE-dextrano, endocitosis mediada por receptores, electroporacion,
microinyeccién del ADN directamente en las células, infeccidon con vectores viricos, etc.

Para aplicaciones in vitro, se puede realizar la administracién de dcidos nucleicos a cualquier célula crecida en
cultivo, ya sea de origen bacteriano, vegetal o animal, de vertebrados o invertebrados, y de cualquier tejido o tipo. El
contacto entre las células y las construcciones de 4cidos nucleicos de ingenieria genética, cuando se realiza in vitro, tie-
ne lugar en un medio biol6gicamente compatible. La concentracién de acido nucleico varia ampliamente dependiendo
de la aplicacion particular, pero es generalmente de entre aproximadamente 1 ymol y aproximadamente 10 mmol. El
tratamiento de las células con el 4cido nucleico es generalmente llevado a cabo a temperaturas fisioldgicas (aproxima-
damente 37°C) durante periodos de tiempo de aproximadamente 1 a 48 horas, preferiblemente de aproximadamente 2
a 4 horas.

En un grupo de realizaciones, se afiade un 4cido nucleico a células plaqueadas con una confluencia de un 60-80%
que tienen una densidad celular de aproximadamente 10* a aproximadamente 10° células/mL, més preferiblemente de
aproximadamente 2 x 10* células/mL. La concentracion de la suspension afiadida a las células es preferiblemente de
aproximadamente 0,01 a 0,2 pg/mL, mds preferiblemente de aproximadamente 0,1 ug/mL.

ii. Transferencia génica in vivo

Alternativamente, los 4cidos nucleicos codificantes de los péptidos de transmembrana GPCR pueden ser también
introducidos en células diana in vivo, usando métodos recombinantes bien conocidos para los expertos en la técnica.
La insercién de genes en células con el fin de una terapia medicinal es un campo de rapido crecimiento en medicina
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que tiene un enorme potencial clinico. La investigacion en terapia génica ha experimentado un avance durante varios
afios y ha entrado en pruebas clinicas en humanos. Zhu y col., Science, 261:209-211 (1993), aqui incorporada co-
mo referencia, describe la administracién intravenosa del plasmido de expresion de la cloranfenicol acetiltransferasa
(CAT) de citomegalovirus (CMV) usando complejos DOTMA-DOPE. Hyde y col., Nature, 362:250-256 (1993), aqui
incorporada como referencia, describe la administracion del gen regulador de la conductancia de transmembrana en
la fibrosis quistica (CFTR) a los epitelios de las vias aéreas y a los alvéolos del pulmén de ratones usando liposomas.
Brigham y col., Am. J. Med. Sci., 298:278-281 (1989), aqui incorporada como referencia, describe la transfeccién
in vivo de pulmones de ratones con un gen procariético funcional codificante de la enzima intracelular cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT).

Como formulaciones adecuadas para administracion, se incluyen soluciones para inyeccién estériles isotonicas
acuosas y no acuosas, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hacen que la for-
mulacidn sea isotonica con la sangre del pretendido receptor, y suspensiones estériles acuosas y no acuosas, que pueden
incluir agentes suspensores, solubilizantes, agentes espesantes, estabilizadores y conservantes. Las formulaciones de
dcido nucleico empaquetado pueden ser presentadas en recipientes sellados de dosis unitaria o de dosis multiple, tales
como ampollas y viales. Se pueden preparar soluciones y suspensiones para inyeccién a partir de polvos, granulos, y
tabletas estériles del tipo antes descrito.

Para administracion in vivo, se administran preferiblemente composiciones farmacéuticas que contienen dcidos
nucleicos codificantes de péptidos de transmembrana GPCR por via parenteral, es decir, intraarticular, intravenosa,
intraperitoneal, subcutdnea o intramuscularmente. Mas preferiblemente, las composiciones farmacéuticas son admi-
nistradas intravenosa o intraperitonealmente mediante una inyeccion en bolo. Por ejemplo, véase Stadler y col., Patente
EE.UU. N° 5.286.634, aqui incorporada como referencia. También se ha discutido la administracién intracelular de
dcidos nucleicos en Straubringer y col., Methods in Enzymology, Academic Press, New York, 101:512-527 (1983);
Mannino y col., Biotechniques, 6:682-690 (1988); Nicolau y col., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst., 6:239-271
(1989), y Behr, Acc. Chem. Res., 26:274-278 (1993). Se describen atin otros métodos de administraciéon de agentes
terapéuticos en, por ejemplo, Rahman y col., Patente EE.UU. N° 3.993.754; Sears, Patente EE.UU. N° 4.145.410;
Papahadjopoulos y col., Patente EE.UU. N° 4.235.871; Schneider, Patente EE.UU. N° 4.224.179; Lenk y col., Patente
EE.UU. N° 4.522.803; y Fountain y col., Patente EE.UU. N° 4.588.578.

En realizaciones preferidas, las preparaciones farmacéuticas pueden ponerse en contacto con el tejido diana por
aplicacion directa de la preparacién al tejido. Se puede hacer la aplicacién por procedimientos tdpicos “abiertos” o
“cerrados”. Por “tépico”, se quiere decir la aplicacién directa de la preparacion farmacéutica a un tejido expuesto al
ambiente, tal como la piel, la orofaringe, el canal auditivo externo y similares. Procedimientos “abiertos” son aquellos
procedimientos que incluyen la incisién de la piel de un paciente y la visualizacion directa del tejido subyacente al
que se aplican las preparaciones farmacéuticas. Se hace esto generalmente por un procedimiento quirtrgico, tal como
una toracotomia para acceder a los pulmones, una laparotomia abdominal para acceder a las visceras abdominales u
otra aproximacién quirtrgica directa al tejido diana. Los procedimientos “cerrados” son procedimientos invasivos en
los que no se visualizan directamente los tejidos diana internos, sino que se accede a ellos insertando instrumentos
a través de pequefias heridas en la piel. Por ejemplo, se pueden administrar las preparaciones al peritoneo mediante
lavado con aguja. De igual modo, se pueden administrar las preparaciones a través de dispositivos endoscopicos.

El 4cido nucleico puede ser también administrado en un aerosol inhalado por los pulmones (véase Brigham y
col., Am. J. Sci., 298(4):278-281 (1989)) o por inyeccién directa en el sitio de la enfermedad (Culver, Human Gene
Therapy, MaryAnn Liebert, Inc., Publishers, New York. pp.70-71 (1994)).

Las dosis efectivas de las composiciones variardn dependiendo de muchos factores diferentes, incluyendo el medio
de administracion, el sitio diana, el estado fisioldgico del paciente y otras medicaciones administradas. Asf, las dosi-
ficaciones de tratamiento necesitardn ser tituladas para optimizar la seguridad y la eficacia. Al determinar la cantidad
efectiva del vector que se ha de administrar, el médico evalda el 4cido nucleico particular usado, el estado de la enfer-
medad diagnosticada, la edad, el peso y la condicién del paciente, los niveles de plasma circulante, las toxicidades del
vector, la progresion de la enfermedad y la produccion de anticuerpos anti-vector. El tamafio de la dosis serd también
determinado por la existencia, la naturaleza y el alcance de los efectos colaterales que acompafian a la administracién
de un vector particular. Son tipicas dosis de aproximadamente 10 ng a 1 g, 100 ng a 100 mg, 1 ug a 10 mg o 30-
300 ug de ADN por paciente. Las dosis varian generalmente entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 50 mg
por kilogramo de peso corporal, preferiblemente entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 5 mg/kg de peso
corporal, 0 aproximadamente 10%-10'° o0 10'? particulas por inyeccién. En general el equivalente de dosis de un dcido
nucleico desnudo de un vector es de aproximadamente 1 ug a 100 pug para un paciente tipico de 70 kilogramos y las
dosis de vectores que incluyen una particula retrovirica son calculadas para obtener una cantidad equivalente de 4cido
nucleico inhibidor.

Antes de la infusién, se obtienen muestras de sangre y se guardan para su andlisis. Se infunden entre 10° y 1 X
10'? vectores intravenosamente a lo largo de 60-200 minutos. Se monitorizan estrechamente los signos vitales y la
saturacion de oxigeno por oximetria de pulso. Se obtienen muestras de sangre 5 minutos y 1 hora tras la infusién y se
guardan para su posterior andlisis. A discrecién del médico, se repite la reinfusion cada 2 a 3 meses por un total de
4 a 6 tratamientos en un periodo de un afio. Tras el primer tratamiento, se pueden realizar infusiones en régimen de
pacientes externos a discrecion del clinico. Si se da la reinfusién como paciente externo, se monitoriza al participante
durante al menos 4, y preferiblemente 8, horas después de la terapia.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2299 242 T3

Si un/una paciente que experimenta infusién de un vector o célula transducida desarrolla fiebre, escalofrios o
dolores musculares, éste/ésta recibe la dosis apropiada de aspirina, ibuprofeno o acetaminofeno. Los pacientes que ex-
perimentan reacciones a la infusion, tales como fiebre, dolores musculares y escalofrios son premedicados 30 minutos
antes de las infusiones futuras con aspirina, acetaminofeno o difenhidramina. Se usa meperidina para los escalofrios
y dolores musculares mas graves que no responden rdpidamente a antipiréticos y antihistaminicos. Se enlentece o
interrumpe la infusién del vector dependiendo de la gravedad de la reaccion.

Se puede practicar la transferencia génica in vivo en una variedad de hospedadores. Como hospedadores preferidos,
se incluyen especies de mamiferos, tales como humanos, primates no humanos, perros, gatos, vacas, caballos, ovejas
y similares.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos son simplemente realizaciones de la invencién y no pretenden limitar la invencién. Una
persona con conocimientos ordinarios en la técnica puede modificar y/o adaptar la invencidn para diversas aplicacio-
nes sin excesiva experimentacion, sin desviarse del concepto genérico de la presente invencioén. Por lo tanto, dichas
adaptaciones y modificaciones quedan dentro del alcance y rango de la presente invencion.

Ejemplo 1

El Ejemplo 1 ilustra que los péptidos derivados de regiones de transmembrana de CXCR4 inhiben los flujos de
calcio mediados por CXCR4.

Se sintetizaron péptidos que tenian las secuencias seleccionadas por sintesis de péptidos en fase sélida de flujo a
través en un Sintetizador de Péptidos 432A de Applied Biosystems utilizando derivados de aminoacidos Fmoc. Para
resolver la agregacion que con frecuencia se produce durante la sintesis de péptidos hidrofébicos y da lugar al bloqueo
de la cadena peptidica en crecimiento, se introdujeron derivados FmocHmb de Ala, Val y Leu en las secuencias
dificiles. Se afiadieron residuos cargados a los extremos de los péptidos para asegurar una orientacién apropiada de
los péptidos durante la penetracién en la membrana celular y para mejorar la solubilidad de los péptidos altamente
hidrofébicos.

Se valor6 la pureza de los péptidos por HPLC de fase invertida y se confirmaron las estructuras por espectrometria
de masas de desorcién de l4ser con tiempo de vuelo asistida por matriz (MALDI-TOF) (Tarasova y col., (1998), Ad.
Exp. Med. Biol., Plenum Press, NY, pp. 201-206).

Los péptidos usados en este ejemplo estan indicados en las Tablas 1, 2 y 3.

Se estudié el efecto de los péptidos sobre los flujos de calcio mediados por CXCR4 en células HeLa que expresan
de forma natural el receptor CXCR4 y células U87 que expresan de forma estable el receptor CXCR4 como sigue. Se
incubaron células cultivadas en portaobjetos con cdmara de vidrio con cubierta Nunc con Fura-2/AM 1 micromolar
durante 20 min. en una incubadora de CO,, se lavaron con PBS y se montaron en la pletina de un microscopio
invertido Zeiss Axiovert. Se realizaron las mediciones de la [Ca?*]; usando un sistema de imagen digital Attofluor
(Atto Instruments, Rockville, MD). Se excit6 la fluorescencia de Fura a una longitud de onda alternante de 340 y
380 nm. Se monitoriz6 la fluorescencia mediante una cdmara CCD intensificada usando un filtro de corte 505. Se
realizaron las calibraciones de la [Ca*"]; usando patrones de Ca** que contenfan Fura 1 micromolar. Se estudiaron los
antagonistas CXCR4 en células HeLa y células U87. Se us6 factor-1a derivado de estroma (SDF-1a) como agonista
CXCR4 especifico.

Los antagonistas CCRS, que fueron usados en estudios de selectividad como se describe a continuacidn, fueron
estudiados en células HEK (carcinoma renal humano) que expresaban de forma estable el receptor CCRS, y se usé
RANTES como agonista. Se evalu6 la actividad antagonista de los péptidos midiendo la inhibicién de la liberacién de
Ca”*i intracelular evocada por agonistas. Estas mediciones fueron llevadas a cabo en células tratadas con Fura-2/AM,
utilizando un sistema de imagen digital Attofluor como se ha descrito antes. El agonista fue SDF-1a.

En el cribado preliminar, se vio que los péptidos correspondientes al segundo y sexto dominios de transmembrana
abolian la sefializacién inducida por SDF-1a a través del receptor CXCR4 (Tabla 1). Otros estudios de optimizacién
y de estructura-actividad permitieron obtener antagonistas derivados de todos menos del tercer y quinto dominios de
transmembrana (Tabla 2).
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TABLA 1

Actividad de péptidos sintéticos correspondientes a dominios de transmembrana predichos de CXCR4 en la

inhibicion de la liberacion de calcio intracelular inducida por SDF-1a

Péptido| Concentracidn requerida
para la completa inhibi-
cidén de la liberacidn de

[Ca®]
F-1-5: > 30 uM
DDIFLPTIYSIIFLTGIV—~HN2
F-2-1: 5 uM
LLEVITLPFWAVDAVANWYFGN-OH
F-3-1: > 50 puM
KAVHVIYTVNLYSSVLILAFISL-NH2
F-4-1: > 50 uM
KVYVGVWIPALLLTIPDEFIEF-OH
F-5-1: >50 uM
HIMVGLILPGIVILSCYCIII-NH:
F-6-1: 10 pM
VILILAFFACWLPYYIGISID-OH
F-7-1: > 100 pM
ALAFFHCCLNPILYAFLGAK-NH:z

TABLA 2

Actividad biologica de antagonistas CXCR4 derivados de diferentes dominios de transmembrana. Se determiné la

actividad anti-sefializacion en la inhibicion de la liberacion del calcio intracelular inducido por SDF-1a.
Se valordé la actividad anti-VIH-1 en un ensayo de citoproteccion utilizando células CEM-SS
infectadas con VIH-I g

Péptido Concentracidén CEsp en ensayo
requerida para anti-VIH-1
la inhibicidén de (uM)
la transduccién
de senal (uM)
F-2-2 0,2 2,27
LLFVITLPFWAVDAVANWYFGNDD
F-4-2 5 0,3
VYVGVWIPALLLTIPDFIFANDD-
OH
F-6-1 10 > 50
VILILAFFACWLPYYIGISID-
OH
F-7-3 25 3,27
DDEALAFFHCCLNPILYAFL-
NH2
F-6-1 + F~7-3 1 Sin datos
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Para entender atin mds los requerimientos estructurales para un antagonista eficaz, se realizaron estudios de estruc-
tura-actividad sobre los péptidos derivados del segundo dominio de transmembrana de CXCR4 (Tabla 3). El antago-
nista mds potente, un péptido de 24 residuos de aminodcido F-2-2, bloqued por completo la transduccién de sefial a 0,2
micromoles. La adicién de residuos cargados negativamente a los extremos parecié ser importante para la actividad.
La eliminacién de las cargas negativas afiadidas aportadas por dos residuos de Asp C-terminales (F-2-1) disminuyé
la potencia antagonista mds de diez veces. Consistentemente con estos hallazgos, La substitucion de residuos de as-
partato cargados negativamente con lisinas cargadas positivamente (F-2-3) dio lugar a una reduccién de 100 veces en
la actividad antagonista. La delecion de cinco residuos que preceden a los aspartatos C-terminales (F-2-4) redujo la
potencia 20 veces. La truncacién de la porcién de transmembrana por tres residuos N-terminales Leu-Leu-Phe volvié
al péptido inactivo.

TABLA 3

Relaciones estructura-actividad en péptidos derivados del segundo dominio de transmembrana de
CXCR4: .. HLSVADLLFVITLPFWAVDAVANWYFGNFLCK... (la porcion predicha de
intramembrana estd subrayada)

Péptido Concentracidn requerida
para la completa inhibi-
cidén de la liberacidn de

[ca’]
F-2-1: 5 uM
LLEVITLPFWAVDAVANWYFGN-OH
F-2-2: 0,2 uM
LLEVITLPFWAVDAVANWYEFGNDD-OH
F-2-8: 20 uM
LLFVITLPFWAVDAVANWYFGNKK-OH
F-2-4: > 50 uM
VITLPFWAVDAVANWY FGNKK-OH
F-2-5: 10 uM
LLEVITLPFWAVDAVANDD-OH
AcF-2-5: 10 uM
AcLLFVITLPEFWAVDAVANDD-OH
F-2-6: 20 pM
LSVADLLFVITLPEFWAVDAVANDD-OH
Rhod - F-2: AcLLFVITLPFWAVDA- 8 uM
VANWYFGNDDK (Rhod) D-OH

Se observaron también resultados similares para péptidos derivados de regiones de transmembrana adicionales.
Por ejemplo, en el caso de péptidos correspondientes al cuarto dominio de transmembrana, el posicionamiento del
residuo cargado en el extremo intracelular del péptido (F-4-1, Tabla 1) en lugar del extremo extracelular (F-4-2, Tabla
2) aboli¢ la actividad antagonista. Ademds, la substitucién de aspartatos extracelulares con lisinas también aboli6 la
actividad antagonista (datos no mostrados).

La especificidad de la interaccién del dominio de transmembrana qued6 demostrada por el hecho de que todos los
péptidos derivados de CXCR4 mostraban selectividad por ese receptor y no tenian influencia sobre la sefializacion del
otro receptor de quimiokina, CCRS. De forma similar, un péptido derivado del segundo dominio de transmembrana de
CCRS, LFFLLTVPFWAHYAAAQWDFGDD, abolia por completo la sefializacién inducida por agonistas del receptor
en células U87 a concentraciones 500 nM, pero no tenia efecto sobre la sefializacion de CXCR4.
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Se observé ademads que una mezcla equimolar de dos péptidos, F-6-1y F-7-3, era un orden de magnitud mds potente
que el més activo de los dos péptidos. Este efecto sinérgico producido por los derivados de la sexta y séptima regiones
de transmembrana puede ser un fendmeno general. Asi, parejas de andlogos TM en combinaciones optimizadas pueden
actuar como antagonistas muy potentes.

Ejemplo 2

El Ejemplo 2 ilustra que péptidos sintéticos correspondientes a los dominios de transmembrana de CXCR4 inhiben
la infeccién por VIH mediada por CXCR4.

Se cree que CCRS y CXCR4 son los principales correceptores para la entrada en la célula de VIH-1 (Broder y col.
(1997), J. Leukoc. Biol. 62:2029; Doranz y col. (1997), Immunol. Res. 16: 1528; Premack and Schall (1996), Nat.
Med. 2:11741178), aunque otros receptores de quimiokinas parecen mediar en la infeccién también (Michael y col.,
(1997) Nat. Med. 3_(10):11602).

Se estudi6 la capacidad de péptidos derivados de CXCR4 sintéticos de la Tabla 1 para inhibir la infeccién por
VIH-I de células CEM-SS usando una cepa LAV del virus que se sabe utiliza CXCR4 como correceptor. Anti-HIV-
1 assay, Buckheit y col. (1993), Antiviral Research 21:247. Se mantuvieron las células CEM-SS en medio RPMI
1640 que contenia un 10% de suero bovino fetal. Se pusieron las células en cada uno de los pocillos de una placa de
microtitulacién de 96 pocillos hasta una densidad de 5 x 10* células por pocillo. Se infectaron las células con virus
VIH-1 a una multiplicidad de infeccién (MDI) previamente determinada para producir un nivel maximo de produccién
virica a los 6 dias de la infecciéon (MDI de 0,01).

Se afiadieron diluciones medio log seriadas de los compuestos de ensayo a los pocillos apropiados por triplicado
para evaluar su capacidad para inhibir la infeccién por VIH-1. Se usé AZT paralelamente como control positivo.
Después de 6 dias de incubacién a 37°C, se determind la presencia y la abundancia relativa de proteina p24 virica por
ELISA en sobrenadantes libres de células derivados de cada pocillo de la placa de microtitulacién. Se compré el kit
ELISA p24 al AIDS Vaccine Program, NCI, FCRDC (Frederick, MD) y se realizé el ensayo segun las instrucciones
del fabricante.

La mayoria de los péptidos de la Tabla 1 mostraron alguna actividad antivirica (datos no mostrados). Sin embargo,
los péptidos correspondientes al segundo y sexto dominios de transmembrana eran los mds potentes en la inhibicién
de la entrada del VIH. El compuesto F-2-2 inhibi6 por completo la infeccion a una concentracién 5 micromolar (Fig.

1).

Se usaron los péptidos correspondientes a los dominios de transmembrana del receptor de tipo A de colecistokinina
(CCKAR) como controles negativos y no afectaron a la funcién CXCR4, confirmando asf la especificidad del efecto.

Los péptidos no mostraron toxicidad celular a concentraciones de hasta 100 micromolar (no se pudieron estudiar
concentraciones mayores por problemas de solubilidad).

Se estudi6 adicionalmente la capacidad de los péptidos sintéticos para inhibir la infeccién por VIH-1 por un ensayo
de citoproteccién usando la cepa altamente citopatica de VIH-1 RF (Rice y col. (1995), Adv. Pharmacol. 33:389)
(Tabla 2). El péptido més potente, F-4-2, inhibia por completo la infeccién a una concentracién 1 micromolar (Fig. 2).
Los péptidos usados como controles negativos, que corresponden a los dominios de transmembrana del receptor de
colecistokinina tipo A, no afectaron las funciones de los receptores de quimiokinas.

Los anteriores resultados demuestran, en general, la capacidad de moléculas externamente afiadidas para competir
por la interaccién entre los dominios de transmembrana de los GPCR vy as{ alterar la funcion de os receptores (Figura
3). Ademds, es importante observar que los péptidos de la invencion inhiben la infeccién por VIH dirigiéndose a una
molécula y una funcién celular mas que a una molécula y una funcién virica. Las proteinas viricas tienen una tasa de
mutacién relativamente alta, que con frecuencia permite a los virus hacerse resistentes a un tratamiento dado. Dado
que las proteinas celulares mutan a un ritmo mucho maés lento, la probabilidad de que un virus pueda desarrollar una
resistencia estd muy reducida.

Ejemplo 3

El Ejemplo 3 muestra que los péptidos de la invencidn se reparten entre la membrana plasmadtica y otros compar-
timentos de membrana.

Se sintetizé un derivado fluorescente de CXCR4 TM?2, rodamina-F-2, por sintesis en fase s6lida en un Sintetizador
de Péptidos 432A de Applied Biosystems utilizando derivados de aminodcidos Fmoc. Se cargé rodamina B (Fluka)
en la columna de aminodcidos del instrumento. Se valoré la pureza del péptido por HPLC de fase invertida y se
confirmaron las estructuras por espectrometria de masas de desorcion laser asistida por matriz.
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Se us6 una proteina quimérica consistente en el CXCR4 y la proteina fluorescente verde (GFP) para estudiar la
localizacion, la internalizacién y el reciclado de receptores en células vivas en tiempo real. Se hizo esta construc-
cién y se expres6 de forma estable en células HeLa como se describe en Tarasova y col. (1997), J. Biol. Chem.
272:14817-14824. La fusién del extremo C del CXCR4 con el extremo N de la GFP no parecia alterar la afinidad de
unidén receptor-ligando, la transduccién de sefial o el patrén de expresion y distribucién en superficie de los recepto-
res.

Se cultivaron células HeLa transfectadas que expresaban CXCR4-GFP en placas de fondo de vidrio con cubierta
de 50 mm revestidas (MatTek, MA) en medio sin rojo fenol. Se expusieron entonces las células a péptido 1 micromolar
en medio DMEM durante 30 min. en una incubadora de CO,. Se determind la distribucién de marcaje fluorescente
por microscopia de barrido ldser confocal en un microscopio confocal de barrido ldser LSM 410 invertido Zeiss. Se
excito la fluorescencia de la GFP usando un laser de argén/kriptén de 488 nm; se detect6 la fluorescencia emitida con
un filtro de 515-540 nm de pase de banda. Para el rojo de rodamina, se usé un l4ser de helio/neén de 568 nm para la
excitacion y se detect6 la fluorescencia con un filtro de 590-640 nm de pase de banda.

Los resultados demostraron que el péptido rodaminado se colocalizaba con el CXCR4-GFP y estaba presente en la
membrana celular en cuestion de minutos tras la aplicacion y saturaba los endosomas y el reticulo endopldsmico des-
pués de 15 minutos de incubacién. Esto confirmaba la capacidad de los péptidos para concentrarse en las membranas
celulares y sugeria que los péptidos interaccionaban con las moléculas del receptor.

Ejemplo 4

El Ejemplo 4 muestra que los péptidos correspondientes a dominios de transmembrana del receptor de colecisto-
kinina de tipo A (CCKAR) inhiben la liberacion de calcio intracelular evocada por agonistas con una potencia similar
a los compuestos CXCR4.

Para mayor ilustracion de la presente invencién, hemos sintetizado péptidos derivados de los dominios de trans-
membrana del receptor de colecistokinina de tipo A (CCKAR) de la rata. Aunque CCKAR pertenece a la misma
familia de rodopsinas de los GPCR que CSCR4, su secuencia es s6lo idéntica en un 15% a la de CXCR4, cuando se
alinean usando el programa Dialign 2 (Morgenstern y col. (1996), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:12098) y el grado
de identidad en las regiones de transmembrana es sélo del 27%.

La actividad de los péptidos del dominio de transmembrana CCKAR fue estudiada en células CHO transfectadas
que expresan establemente CCKAR de rata (Tarasova y col. (1997), J. Biol. Chem. 272: 14817-14824). El agonista
CCKAR era el octapéptido de colecistokinina sulfatado. Se realizé la determinacién de la liberacién de calcio intrace-
lular como se ha descrito en el ejemplo 1 anterior. En la Tabla 4 se muestran los resultados.

Ninguno de los péptidos derivados de CCKAR sirvié como antagonista de los receptores de quimiokina y ninguno
pudo inhibir la infeccién por VIH-1. La actividad de los antagonistas en la inhibicién de la sefializacién a través del
receptor fue comparada con la capacidad para prevenir la unidon de agonistas (Tabla 4). Se valor6 la inhibicion de la
seflalizacién en la liberacion de calcio intracelular evocada con CCK-8 en células CHO tratadas con FURA-2/AM
transfectadas de forma estable con CCKAR de rata (Tarasova y col. (1997), J. Biol. Chem. 272:14817). Se midi6
la inhibicién de la unién de ligandos usando un agonista fluorescente, el verde de rodamina CCK-8 (RG-CCK-8) y
microscopia de barrido laser confocal cuantitativo (Tarasova y col. (1997), J. Biol. Chem. 272:14817). Los péptidos
derivados del primer, segundo y sexto dominios de transmembrana inhibian la sefializacién inducida por CCK a través
del receptor CCKAR. Los péptidos derivados del primer y segundo dominios de transmembrana, CCKAR-1-1 y
CCKAR-2-1, tenfan potencias comparables con respecto a la inhibicién de la sefializacién y unién de ligandos. Un
péptido derivado del sexto dominio de transmembrana, CCKAR-6-1, era activo en la inhibicién de la sefializacion,
pero tenia una muy baja actividad en la inhibicién de la unién de RG-CCK-8.
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TABLA 4

La actividad de péptidos TM derivados de CCKAR en la inhibicion de la liberacion de calcio
intracelular inducida por CCK-8 y la union de RG-CCK-8

Péptido Concentracidén | CIsg en la
requerida para | inhibicidn
la inhibicién de la
de la serali- unidén de

zacién RG-CCK-8
CCKAR-1-6: 50 uM 20 uM
DDEWQSALQILLYSIIFLLSVGNTLVITV™*
CCKAR-2-1: 2 uM 0,5 uM
FLLSLAVSDLMLCLFCMPFENLP
CCKAR-4-2 (#71) > 50 uM > 50 uM
VIAATWCLSFTIMTPYPIYSNLVPFETDD
CCKAR-5-3 (#45) > 50 puM > 50 uM
DDQTFLLLILFLLPGIVMVVAYGL¥*
CCKAR-6-4 (#77) 5 uM > 50 uM

IVVLFFLCWMPIFSANAWRAYDTVDD

* No un péptido de la invenciédn.
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula moduladora de los receptores copulados a proteina G (GPCR) aislada consistente en un péptido o
peptidomimético de 5 a 50 aminodcidos que es un andlogo estructural de un dominio de transmembrana de un GPCR,
donde

dicha molécula tiene un extremo N y un extremo C y dicha molécula tiene un extremo extracelular que esta
negativamente cargado y un extremo intracelular que tiene carga neutra en condiciones fisioldgicas, y donde

dicha molécula tiene un grupo carboxilo C-terminal amidado cuando dicho extremo C tiene carga neutra, y, cuando
dicho extremo intracelular es dicho extremo N, dicho péptido o peptidomimético incluye al menos cuatro de los
cinco primeros aminodcidos N-terminales que tienen cadenas laterales de aminoacidos de carga neutra en condiciones

fisiologicas;

dicha molécula se inserta espontdneamente en una membrana en la misma orientacién que el dominio GPCR de
transmembrana del que deriva; y

dicha molécula modula una propiedad o actividad biolégica de dicho GPCR alterando la estructura o la organiza-
cién de dicho GPCR.

2. Una molécula de 1a Reivindicacién 1, donde la carga negativa del extremo extracelular de 1a molécula es aportada
por de uno a tres residuos de acido que son acidos en condiciones fisiolégicas.

3. Una molécula de la Reivindicacion 1, donde la carga negativa del extremo extracelular de la molécula es aportada
por un grupo carboxilo, fosfato, borato, sulfonato o sulfato.

4. Una molécula moduladora de los receptores copulados a proteina G (GPCR) aislada consistente en un péptido o

peptidomimético que es un andlogo estructural de una porcién de un dominio de transmembrana de CXCR4,

donde dicha porcién de dicho dominio de transmembrana tiene una secuencia seleccionada entre:

LLFVITLPFWAVDAVANWYFGNDD,
LLFVITLPFWAVDAVANDD-OH,
VYVGVWIPALLLTEPDFEFANDD-OH,
VILILAFFACWLPY YIGISID-OH,
DDEALAFFHCCLNPILYAFL-NH,,

y
DDSITEALAFFHCCLNPILYAFL-NH,,

y donde dicha molécula modula una actividad bioldgica de dicho CXCR4.

5. Una molécula moduladora de los receptores copulados a proteina G (GPCR) de la Reivindicacién 4, donde
la actividad CXCR4 modulada por dicho péptido es la inhibicién de la liberacién de Ca®* intracelular mediada por
CXCR4 o la inhibicién de la infeccién por VIH mediada por CXCR4.

6. Una molécula de la Reivindicacién 1, 2 6 3 para uso en un método terapéutico consistente en modular una
actividad biolégica de un GPCR diana por contacto de una célula que expresa dicho GPCR con dicha molécula.

7. Una molécula de la Reivindicacién 6, donde la concentracién de la molécula es de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 100 micromolar.

8. Una molécula de la Reivindicacién 1, 6 6 7, donde la molécula inhibe una propiedad o actividad bioldgica del
GPCR.
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9. Una molécula de la Reivindicacién 8, que consiste en un péptido o peptidomimético que es un andlogo estructural
de una porcién de un dominio de transmembrana de un GPCR, seleccionado entre:

del GPCR CXCR4:
F-2-2: LLFVITLPFWAVDAVANWYFGNDD,
F-2-5: LLFVITLPFWAVDAVANDD-OH,
F-4-2: VYVGVWIPALLLTIPDFIFANDD-OH,
F-6-1: VILILAFFACWLPY YIGISID-OH,
F-7-3: DDEALAFFHCCLNPILYAFL-NH, y
F-7-4: DDSITEALAFFHCCLNPILYAFL-NH,;

del GPCR CCRS5:

CCR5-TM-2-2: LFFLLTVPFWAHYAAAQWDFGDD,

CCR5-TM-4-1: FGVVTSVITWVVAVFASLPGIIFTSSDD y

CCR5-TM-6-1: LIFTIMIVYFLFWAPYNIVLLLNTFQED;
del GPCR CCR2:

CCR2-TM-2-1: IYLLNLAISDLLFLITLPLWADD-OH,

CCR2-TM-2-2: LLFLITLPLWAHSAANEWVFEGNDD-OH,

CCR2-TM-4-1: FGVVTSVITWLVAVFASVPGIIFTDD y

CCR2-TM-6-1: VIFTIIVIIVYFLFWTPYNIVILLNTFQED;
del GPCR CCR3:

CCR3-TM-2-1: LLFLVTLPFWIHY VRGHNWVFGDDD,

CCR3-TM-4-1: FGVITSNTWGLAVLAALPEFIFYETED y

CCR3-TM-6-1: IFVIMAVFFIFWTPYNVAILLSSYQSDD;
del GPCR CCKAR:

CCKAR-TM-2-2: FLLSLAVSDLMLCLFCMPENLIDD y

CCKAR-TM-6-4: IVVLFFLCWMPIFSANAWRAYDTVDD.

10. Una molécula de la Reivindicacion 8 6 9, donde la actividad bioldgica inhibida es el flujo de iones o la trans-
locacion, la fosforilacién, la sintesis o degradacion de proteinas, la morfologia celular, la secrecion, la produccién de
componentes particulares tales como fosfatos solubles de inositol, la unién de un virus y posterior infeccion, el creci-
miento tumoral, la quimiotaxis, la respuesta mitogénica, la activacion del crecimiento celular, la contraccién muscular,
la actividad vasopresora y vasodepresora, la transmision sindptica o la liberacién de calcio intracelular.

11. Una molécula de la Reivindicacién 4 para uso en una terapia consistente en modular la actividad bioldgica de
un GPCR por contacto de una célula que expresa dicho GPCR con dicha molécula.

12. Una molécula de la Reivindicacién 11, donde la concentracién de la molécula es de aproximadamente 0,2 a
aproximadamente 10 micromolar.

13. Una molécula de la Reivindicacién 11, donde el GPCR diana es CXCR4 y la actividad biolégica modulada es
la inhibicién de la infeccién por VIH mediada por CXCR4 o la inhibicién de la liberacién de Ca®* intracelular mediada
por CXCR4.

14. Una molécula de la Reivindicacién 6, donde el GPCR es CCRS y la actividad biolégica modulada es la in-
hibicién de la infeccién por VIH mediada por CCR35 o la inhibicién de liberacién de Ca* intracelular mediada por
CCRS.
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15. Una molécula de la Reivindicacién 6, donde el GPCR diana es CCKAR Yy la actividad biolégica modulada es
la inhibicién de la liberacién de Ca** intracelular mediada por CCKAR o la inhibicién del crecimiento o progresion
tumoral.

16. Uso de una molécula moduladora de GPCR de la Reivindicacién 1 para la fabricacién de un medicamento para
inhibir la infeccién por VIH-1, donde el contacto de una célula que expresa el GPCR con dicha molécula inhibe la
infeccién por VIH-1.

17. Un uso de la Reivindicacion 16, donde el péptido o peptidomimético es un andlogo estructural de una porcién
de un dominio de transmembrana de CXCR4, CCR2, CCR3 o CCRS5.

18. Un uso de la Reivindicacién 17, donde se pone en contacto una célula que expresa CXCR4 con una molécula
que contiene un péptido de transmembrana CXCR4 que tiene una secuencia seleccionada entre:

LLFVITLPFWAVDAVANWYFGNDD,
LLFVITLPFWAVDAVANDD-OH,
VYVGVWIPALLLTIPDFIFANDD-OH,
VILILAFFACWLPY YIGISID-OH,
DDEALAFFHCCLNPILYAFL-NH,,

y
DDSITEALAFFHCCLNPILYAFL-NH,,

y donde dicha molécula es efectiva en la inhibicién de la infeccién mediada por CXCR4 de células que expresan
CXCR4 con dicha infeccién por VIH.

19. Uso de una molécula segiin se reivindica en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 5 para la fabricacién de un
medicamento para un tratamiento terapéutico que consiste en modular un GPCR.
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Michejda, Christopher J.

El Gobierno de los Estados Unidos de América representado por el Secretario del Ministerio de Salud y

Servicios Humanos
<120> Antagonistas de receptores copulados a proteina G
<130> 015280-337100PC
<140> WO PCT/US99/04438
<141> 26-02-1999
<150> EE.UU. 60/076.105
<151>27-02-1998
<160> 363
<170> FastSEQ para Windows Versién 3.0
<210>1
<211>24
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> F-2-2 GPCR CXCR4

<400> 1

Leu Leu Phe Val Ile Thr Leu Pro Phe Trp Ala Val Asp Ala Val Ala

1 5 10 15

Asn Trp Tyr Phe Gly Asn Asp Asp

20

<210>2
<211> 19
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> F-2-5 GPCR CXCR4

<400> 2

Leu Leu Phe Val Ile Thr Leu Pro Phe Trp Ala Val Asp Ala Val Ala
1 5 10 15
Asn Asp Asp

<210>3

<211>23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> F-4-2 GPCR CXCR4

<400> 3

Val Tyr Val Gly val Trp Ile Pro Ala Leu Leu Leu Thr Ile Pro Asp
1 5 10 15
Phe Ile Phe Ala Asn Asp Asp

20
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ES 2299 242 T3

<210>4

<211>21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> F-6-1 GPCR CXCR4

<400> 4

¥4l Iie Lea Tle Lau Ala Phe Fhe Rls Cys Trp Leu Fro Tyro Tyr Ile

1 % iz 1%
Gl Tie Sep ile Bsp
iy

<210> 5
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> F-7-3 GPCR CXCR4
<221> MOD_RES

<222> (20)...(20)

<223> Xaa = leucinamida

<400> 5

Asp Rep Glo Ala [y Ale Phe Phe His Cys Cys Ley Ssi Fro Ile Lew

| 5 13 1%
Tvr Bia Phe Zas
g

<210> 6
<211>23
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> F-7-4 GPCR CXCR4
<221> MOD_RES

<222> (23)...(23)

<223> Xaa = leucinamida

<400> 6

Asp Asp Ser Ile Thr Glu Ala Leu Ala Phe Phe His Cys Cys Leu Asn

1 5 10 15
Pro Ile Leu Tyr Ala Phe Xaa
20

<210> 7
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CCR5-TM-2-2 GPCR CCRS5
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ES 2299 242 T3
<400> 7

Leu Phe Phe Leu Leu Thr Val Pro Phe Trp Ala His Tyr Ala Ala Ala

1 5 10 15
Gln Trp Asp Phe Gly Asp Asp
20
<210> 8
<211>28
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CCR5-TM-4-1 GPCR CCR5

<400> 8

Phe Gly Val Val Thr Ser Val Ile Thr Trp Val Val Ala Val Phe Ala

1 S 10 15
Ser Leu Pro Gly Ile Ile Phe Thr Ser Ser Asp Asp
20 25
<210>9
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CCR5-TM-6-1 GPCR CCR5

<400> 9

Leu Ile Phe Thr Ile Met Ile Val Tyr Phe Leu Phe Trp Ala Pro Tyr

1 5 10 15

Asn Ile Val Leu Leu Leu Asn Thr Phe Gln Glu Asp

20 25

<210> 10
<211>26
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CCR5-TM-7-1 GPCR CCR5

<400> 10

Asp Asp Gln Ala Met Gln Val Thr Glu Thr Leu Gly Met Thr His Cys
1 5 10 15
Cys Ile Asn Pro Ile Ile Tyr Ala Phe Val
20 25

<210> 11

<211>23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CCR2-TM-2-1 GPCR CCR2
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<400> 11

Ile Tyr Leu Leu Asn Leu Ala Ile Ser Asp Leu Leu Phe Leu Ile Thr

1 5 10 15
Leu Pro Leu Trp Ala Asp Asp
20
<210> 12
<211>24
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CCR2-TM-2-2 GPCR CCR2

<400> 12
Leu Leu Phe Leu Ile Thr Leu Pro Leu Trp Ala His Ser Ala Ala Asn
1 ) 10 15
Glu Trp Val Phe Gly Asn Asp Asp
20
<210> 13
<211> 26
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CCR2-TM-4-1 GPCR CCR2

<400> 13

Phe Gly Val Val Thr Ser Val Ile Thr Trp Leu Val Ala Val Phe Ala

1 5 10 15
Ser Val Pro Gly Ile Ile Phe Thr Asp Asp
20 25
<210> 14
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CCR2-TM-6-1 GPCR CCR2

<400> 14

Val Ile Phe Thr Ile Met Ile Val Tyr Phe Leu Phe Trp Thr Pro Tyr

1 5 10 15
Asn Ile Val Ile Leu Leu Asn Thr Phe Gln Glu Asp
20 25

<210> 15
<211>25
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CCR2-TM-7-1 GPCR CCR2
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<400> 15

Asp Asp Ala Thr Gln Val Thr Glu Thr Leu Gly Met Thr His Cys Cys
1 5 10 15
Ile Asn Pro Ile Ile Tyr Ala Phe Val

20 25

<210> 16

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CCR3-TM-2-1 GPCR CCR3

<400> 16
Leu Leu Phe Leu Val Thr Leu Pro Phe Trp Ile His Tyr Val Arg Gly
1 S 10 15
His Asn Trp Val Phe Gly Asp Asp Asp
20 25
<210> 17
<211>28
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CCR3-TM-4-1 GPCR CCR3

<400> 17

Phe Gly Val Ile Thr Ser Ile Val Thr Trp Gly Leu Ala Val Leu Ala
1 5 10 15
Ala Leu Pro Glu Phe Ile Phe Tyr Glu Thr Glu Asp
20 25

<210> 18

<211>28

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CCR3-TM-6-1 GPCR CCR3

<400> 18

Ile Phe Val Ile Met Ala Val Phe Phe Ile Phe Trp Thr Pro Tyr Asn

1 5 10 15
Val Ala Ile Leu Leu Ser Ser Tyr Gln Ser Asp Asp
20 25
<210> 19
<211> 26
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CCR3-TM-7-1 GPCR CCR3
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<400> 19

Asp Asp Leu Val Met Leu Val Thr Glu Val Ile Ala Tyr Ser His Cys

1 S 10 15
Cys Met Asn Pro Val Ile Tyr Ala Phe Val
20 25
<210> 20
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CCKAR-TM-1-6 GPCR CCKAR

<400> 20

Asp Asp Glu Trp Gln Ser Ala Leu Gln Ile Leu Leu Tyr Ser Ile Ile

1 5 10 15

Phe Leu Leu Ser Val Leu Gly Asn Thr Leu Val Ile Thr Val

20 25 30

<210> 21
<211>22
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CCKAR-TM-2-1 GPCR CCKAR

<400> 21

Phe Leu Leu Ser Leu Ala Val Ser Asp Leu Met Leu Cys Leu Phe Cys

1 5 10 15

Met Pro Phe Asn Leu Pro

20

<210> 22
<211>24
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CCKAR-TM-2-2 GPCR CCKAR

<400> 22

Phe Leu Leu Ser Leu Ala Val Ser Asp Leu Met Leu Cys Leu Phe Cys

1 5 10 15
Met Pro Phe Asn Leu Ile Asp Asp
20

<210> 23
<211> 26
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CCKAR-TM-6-4 GPCR CCKAR
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ES 2299 242 T3

<400> 23

Ile Val Val Leu Phe Phe Leu Cys Trp Met Pro Ile Phe Ser Ala Asn

1 5 10 15
Ala Trp Arg Ala Tyr Asp Thr Val Asp Asp
20 25

<210> 24
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> GPCRAelegans GPCR TM1

<400> 24

His Pro Cys Glu Asp Ile Met Gly Tyr Val Trp Leu Thr Val Val Ser

1 S 10 15

Phe Met Val Gly Ala Val Ala Leu Val Ala Asn Leu Val Val Ala Leu

20 25 30
Val Leu Leu Thr Ser Gln Arg Arg Leu Asn Val
35 40

<210> 25
<211> 50
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> GRH GPCR TM1

<400> 25
Asn Leu Pro Thr Leu Thr Leu Ser Gly Lys Ile Arg Val Thr Val Thr
1 5 10 15
Phe Phe Leu Phe Leu Leu Ser Ala Thr Phe Asn Ala Ser Phe Leu Leu
20 25 30
Lys Leu Gln Lys Trp Thr Gln Lys Lys Glu Lys Gly Lys Lys Leu Ser
35 40 45
Arg Met
50
<210> 26
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> TRH GPCR TM1
<400> 26
Arg Ala Val Val Ala Leu Glu Tyr Gln Val Val Thr Ile Leu Leu Val
1 5 10 15
Leu Ile Ile Cys Gly Leu Gly Ile Val Gly Asn Ile Met Val Val Leu
20 25 30
Val Vval Met Arg Thr Lys His Met Arg Thr Pro
35 40
<210> 27
<211>43

<212> PRT
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> FSHprec GPCR TM1

<400> 27

Asn Pro Cys Glu Asp Ile Met

1

Trp Phe Ile Ser Ile Leu Ala

20

Ile Leu Thr Thr Ser Gln Tyr

35

<210> 28

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> TSHprec GPCR TM1

<400> 28

ES 2299 242 T3

25

40

Asn Pro Cys Glu Asp Ile Met Gly Tyr

1

Trp Phe Val Ser Leu Leu Ala Leu Leu

20

25

Ile Leu Leu Thr Ser His Tyr Lys Leu

35

<210> 29

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> LH_CGprec GPCR TM1

<400> 29

40

Asn Pro Cys Glu Asp Ile Met Gly Tyr

Trp Leu Ile Asn Ile Leu Ala Ile Met

20

25

Val Leu Leu Thr Ser Arg Tyr Lys Leu

1
35
<210> 30
<211>49
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> PGE_EP1 GPCR TM1

40

Gly Tyr Asn Ile Leu Arg Val Leu Ile

10 15

Ile Thr Gly Asn Ile Ile Val Leu Val

30

Lys Leu Thr Vval

Lys Phe Leu Arg Ile Val Val

10 15

Gly Asn Val Phe Val Leu Leu
30

Asn Val

Asp Phe Leu Arg Val Leu Ile

10 15

Gly Asn Met Thr Val Leu Phe
30

Thr Val
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<400> 30

ES 2299 242 T3

Pro Asn Thr Ser Ala Val Pro Pro Ser Gly Ala Ser Pro Ala Leu Pro

1

5 10 15

Ile Phe Ser Met Thr Leu Gly Ala Val Ser Asn Leu Leu Ala Leu Ala

20

25 30

Leu Leu Ala Gln Ala Ala Gly Arqg Leu Arg Arg Arg Arg Ser Ala Thr

35
Thr

<210> 31

<211> 45

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> PGE_EP2 GPCR TM1

<400> 31

40 45

Ser Ala Ser Leu Ser Pro Asp Arg Leu Asn Ser Pro Val Thr Ile Pro

1

5 10 15

Ala Val Met Phe Ile Phe Gly Val Val Gly Asn Leu Val Ala Ile Val

25 30

Val Leu Cys Lys Ser Arg Lys Glu Gln Lys Giu Thr Thr

20
35
<210> 32
<211> 45
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> PGE_EP3 GPCR TM1

<400> 32

40 45

Gln Trp Leu Pro Pro Gly Glu Ser Pro Ala Ile Ser Ser Val Met Phe

1

5 10 15

Ser Ala Gly Val Leu Gly Asn Leu Ile Ala Leu Ala Leu Leu Ala Arg

20

25 30

Arg Trp Arg Ser Ala Gly Arg Arg Ser Ser Leu Ser Leu

35

<210> 33

<211> 48

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> PGF GPCR TM1

<400> 33

40 45

Ser Asn Thr Thr Cys Gln Thr Glu Asn Arg Leu Ser Val Phe Phe Ser
1 S 10 15
Val Ile Phe Met Thr Val Gly Ile Leu Ser Asn Ser Leu Ala Ile Ala
20 25 30
Ile Leu Met Lys Ala Tyr Gln Arg Phe Arg Gln Lys Ser Lys Ala Ser
35 40 45



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2299 242 T3

<210> 34

<211> 44

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> PGI GPCR TM1

<400> 34

Cys Arg Asn Leu Thr Tyr Val Arg Gly Ser Val Gly Pro Ala Thr Ser

1 5 10 15
Thr Leu Met Phe Val Ala Gly Val Val Gly Asn Gly Leu Ala Leu Gly
20 25 30
Ile Leu Ser Ala Arg Arg Pro Ala Arg Pro Ser Ala
35 40

<210> 35

<211> 47

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> TXA2 GPCR TM1

<400> 35

Asn Ile Thr Leu Glu Glu Arg Arg Leu Ile Ala Ser Pro Trp Phe Ala
1 5 10 15
Ala Ser Phe Cys Val Val Gly Leu Ala Ser Asn Leu Leu Ala Leu Ser
20 25 30
Val Leu Ala Gly Ala Arg Gln Gly Gly Ser His Thr Arg Ser Ser
35 40 45

<210> 36

<211> 46

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> PAF GPCR TM1

<400> 36

His Met Asp Ser Glu Phe Arg Tyr Thr Leu. Phe Pro Ile Val Tyr Ser
1 5 10 15
Ile Ile Phe Val Leu Gly Val Ile Ala Asn Gly Tyr Val Leu Trp Val
20 25 30
Phe Ala Arg Leu Tyr Pro Cys Lys Lys Phe Asn Glu Ile Lys
35 40 45

<210> 37

<211> 40

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> M2 GPCR TM1

10
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<400> 37

ES 2299 242 T3

Tyr Lys Thr Phe Glu Val Val Phe Ile Val Leu Val Ala Gly Ser Leu

1

5

10 15

Ser Leu Val Thr Ile Ile Gly Asn Ile Leu Val Met Val Ser Ile Lys

20

25 30

Val Asn Arg His Leu Gln Thr Val

35

<210> 38

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> M4 GPCR TM1

<400> 38

His Asn Arg
1
Gly Ser Leu

Ser Ile Lys
35

<210> 39

<211> 41

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> M1 GPCR TM1

<400> 39

Gly Lys Gly
1
Leu Ser Leu

Lys Val Asn

35
<210> 40
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> M3 GPCR TM1

<400> 40

Leu Gly Gly
1
Gly Ile Leu

Ser Phe Lys
35

<210> 41
<211>43

Tyr Glu Thr Val
5

Ser Leu Val Thr

20

Val Asn Arg Gln

Pro Trp Gln Val
5

Ala Thr Val Thr

20

Thr Glu Leu Lys

His Thr val Trp
5

Ala Leu Val Thr

20

Val Asn Lys Gln

40

Glu Met Val Phe Ile Ala Thr Val Thr

10 15
Val Val Gly Asn Ile Leu Val Met Leu
25 30
Leu Gln Thr Val

40

Ala Phe Ile Gly Ile Thr Thr Gly Leu

10 15
Gly Asn Leu Leu Val Leu Ile Ser Phe
25 30
Thr val

40

Gln Val Val Phe Ile Ala Phe Leu Thr

10 15
Ile Ile Gly Asn Ile Leu Val Ile Val
25 30
Leu Lys Thr Val

40

11
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> M5 GPCR TM1

<400> 41

1

ES 2299 242 T3

Leu Glu Arg His Arg Leu Trp Glu Val Ile Thr Ile Ala Ala Val Thr
5

10 1s

Ala Val val Ser Leu Ile Thr Ile Val Gly Asn Val Leu Val Met Ile

25 30

Ser Phe Lys Val Asn Ser Gln Leu Lys Thr Val

35

<210> 42

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> H1 GPCR TM1

<400> 42

40

Lys Thr Thr Met Ala Ser Pro Gln Leu Met Pro Leu Val Val Val Leu

1

10 15

Ser Thr Ile Cys Leu Val Thr Val Gly Leu Asn Leu Leu Val Leu Tyr

25 30

Ala Val Arg Ser Glu Arg Lys Leu His Thr val

35

<210> 43

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> H2 GPCR TM1

<400> 43

40

Phe Cys Leu Asp Ser Thr Ala Cys Lys Ile Thr Ile Thr Vval Val Leu

1 5 10 15
Ala Val Leu Ile Leu Ile Thr Val Ala Gly Asn Val Val Val Cys Leu
20 25 30
Ala Val Gly Leu Asn Arg Arg Leu Arg Asn Leu
35 40

<210> 44
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 5HT1A GPCR TM1

12
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<400> 44

Ile Ser Asp Val Thr Val Ser Tyr Gln Val Ile Thr Ser Leu Leu Leu

1 5 10 15
Gly Thr Leu Ile Phe Cys Ala Val Leu Gly Asn Ala Cys Val Val Ala
20 25 30
Ala Ile Ala Leu Glu Arg Ser Leu Gln Asn Val
35 40

<210> 45
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 5HT1B GPCR TM1

<400> 45

Gln Asp Ser Ile Ser Leu Pro Trp Lys Val Leu Leu Val Met Leu Leu
1 S 10 15
Ala Leu Ile Thr Leu Ala Thr Thr Leu Ser Asn Ala Phe Val Ile Ala
20 25 30
Thr Val Tyr Arg Thr Arg Lys Leu His Thr Pro
35 40

<210> 46

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 5SHT1D GPCR T™™1

<400> 46
Asp Pro Arg Thr Leu Gln Ala Leu Lys Ile Ser Leu Ala Val Val Leu
1 5 10 15

Ser Val Ile Thr Leu Ala Thr Val Leu Ser Asn Ala Phe Val Leu Thr
20 25 30

Thr Ile Leu Leu Thr Arg Lys Leu His Thr Pro

35 40
<210> 47
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> SHT1E GPCR TM1

13
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<400> 47

Ile Arg Pro Lys Thr Ile Thr Glu Lys Met Leu Ile Cys Met Thr Leu

1 5 10 15
val Val Ile Thr Thr Leu Thr Thr Leu Leu Asn Leu Ala Val Ile Met
20 25 30
Ala Ile Gly Thr Thr Lys Lys Leu His Gln Pro
35 40

<210> 48
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SHT1F GPCR TM1

<400> 48

Glu Leu Leu Asn Arg Met Pro Ser Lys Ile Leu Val Ser Leu Thr Leu

1 5 10 15
Ser Gly Leu Ala Leu Met Thr Thr Thr Ile Asn Ser Leu Val Ile Ala
20 25 30
Ala Ile Ile Val Thr Arg Lys Leu His His Pro
35 40

<210> 49
<211>37
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> SHT2A GPCR TM1

<400> 49
Gln Glu Lys Asn Trp Ser Ala Leu Leu Thr Ala Val Val Ile Ile Leu
1 5 10 15
Thr Ile Ala Gly Asn Ile Leu Val Ile Met Ala Val Ser Leu Glu Lys
20 25 30
Lys Leu Gln Asn Ala
35
<210> 50
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 5HT2B GPCR TM1

<400> 50

Ile val Glu Glu Gln Gly Asn Lys Leu His Trp Ala Ala Leu Leu Ile
1 5 10 15
Leu Met Val Ile Ile Pro Thr Ile Gly Gly Asn Thr Leu Val Ile Leu
20 25 30
Ala Val Ser Leu Glu Lys Lys Leu Gln Tyr Ala
35 40

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2299 242 T3

Gln Asn Trp Pro Ala Leu Ser Ile Val Ile Ile Ile Ile Met Thr Ile

10 15

Gly.Gly Asn Ile Leu Val Ile Met Ala Val Ser Met Glu Lys Lys Leu

<210> 51
<211> 35
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> SHT2C GPCR TM1
<400> 51
1
25
His Asn Ala
35
<210> 52
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> SHT5A GPCR TM1
<400> 52
Ser Ser Pro Leu Leu Ser Val Phe Gly
1
Gly Phe Leu Val Ala Ala Thr Phe Ala
20 25
Thr Ile Leu Arg Val Arg Thr Phe His
35 40
<210> 53
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> SHT5Brat GPCR TM1
<400> 53
Arg Glu Pro Pro Phe Ser Ala Phe Thr
1
Val Leu Leu Ile Ala Ala Thr Phe Leu
20 25
Thr Ile Leu Arg Val Arg Ala Phe His
35 40
<210> 54
<211>43
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 5HT6rat GPCR TM1

15

30

Val Leu Ile Leu Thr Leu Leu

10 15

Trp Asn Leu Leu Val Leu Ala
30

Arg Val

Val Leu Val Val Thr Leu Leu

10 15

Trp Asn Leu Leu Val Leu Val
30

Arg Val
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<400> 54

ES 2299 242 T3

Gly Pro Pro Pro Ala Pro Gly Gly Ser Gly Trp Val Ala Ala Ala Leu

1

5 10 15

Cys Val Val Ile Val Leu Thr Ala Ala Ala Asn Ser Leu Leu Ile Val
20 25 30
Leu Ile Cys Thr Gln Pro Ala Val Arg Asn Thr

35

<210> 55

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 5HT7 GPCR TM1

<400> 55

40

Gln Ile Asn Tyr Gly Arg Val Glu Lys Val Val Ile Gly Ser Ile Leu

1

5 10 15

Thr Leu Ile Thr Leu Leu Thr Ile Ala Gly Asn Cys Leu Val Val Ile

2

0 25 30

Ser Val Cys Phe Val Lys Lys Leu Arg Gln Pro

35

<210> 56

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> alphalA GPCR TM1

<400> 56

40

Gly Gly Leu Val Val Ser Ala Gln Gly Val Gly Val Gly Val Phe Leu

1

5 10 15

Ala Ala Phe Ile Leu Met Ala Val Ala Gly Asn Leu Leu Val Ile Leu
20 25 30
Ser Val Ala Cys Asn Arg His Leu Gln Thr Val

35

<210> 57

<211> 41

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> alphalB GPCR TM1

<400> 57

Gln Leu Asp
1
Phe Ile Leu

Ala Cys Asn
35

<210> 58
<211>43

40

Ile Thr Arg Ala Ile Ser Val Gly Leu Val Leu Gly Ala

5 10 15
Phe Ala Ile Val Gly Asn Ile Leu Val Ile Leu Ser Val
20 25 30
Arg His Leu Arg Thr Pro
40

16
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> alphalC GPCR TM1

<400> 58

Pro Ala Pro Val Asn Ile Ser Lys Ala Ile Leu Leu Gly Val Ile Leu

1 S 10
Gly Gly Leu Ile Leu Phe Gly Val Leu Cys Asn Ile Leu Val Ile Leu
20 25 30
Ser Val Ala Cys His Arg His Leu His Ser Val
35 40

<210> 59
<211>40
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> alpha2 A GPCR TM1
<400> 59

Tyr Ser Leu Gln Val Thr Leu Thr Leu Val Cys Leu Ala Gly Leu Leu

35

40

45

50

1 5 10 15
Met Leu Leu Thr Val Phe Gly Asn Val Leu Val Ile Ile Ala Val Phe
20 25 30
Thr Ser Arg Ala Leu Lys Ala Pro
35 40

<210> 60
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> alpha2B GPCR TM1

<400> 60

Gln Asp Pro Tyr Ser Val Gln Ala Thr Ala Ala Ile Ala Ala Ala Ile

1 5 10 15
Thr Phe Leu Ile Leu Phe Thr Ile Phe Gly Asn Ala Leu Val Ile Leu
20 25 30
Ala Val Leu Thr Ser Arg Ser Leu Arg Ala Pro
35 40

<210> 61
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> alpha2C1 y alpha2C2 GPCR TM1

17



ES 2299 242 T3

<400> 61

Arg Gly Gln Tyr Ser Ala Gly Ala Val Ala Gly Leu Ala Ala Val Val

1 S 10 15

Gly Phe Leu Ile Val Phe Thr Val Val Gly Asn Val Leu Val Val Ile

20 25 30
Ala Val Leu Thr Ser Arg Ala Leu Arg Ala Pro
35 40

<210> 62
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> betal GPCR TM1

<400> 62

Glu Pro Leu Ser Gln Gln Trp Thr Ala Gly Met Gly Leu Leu Met Ala

1 5 10 15
Leu Ile Val Leu Leu Ile Val Ala Gly Asn Val Leu Val Ile Val Ala
20 25 30
Ile Ala Lys Thr Pro Arg Leu Gln Thr Leu
35 40

<210> 63
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> beta2 GPCR TM1

<400> 63
Gln Gln Arg Asp Glu Val Trp Val Val Gly Met Gly Ile Val Met Ser
1 5 10 15
Leu Ile Val Leu Ala Ile Val Phe Gly Asn Val Leu Val Ile Thr Ala
20 25 30
Ile Ala Lys Phe Glu Arg Leu Gln Thr Val
35 40
<210> 64
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> beta3 GPCR TM1
<400> 64
Gly Leu Pro Gly Val Pro Trp Glu Ala Ala Leu Ala Gly Ala Leu Leu
1 5 10 15
Ala Leu Ala Val Leu Ala Thr Val Gly Gly Asn Leu Leu Val Ile Val
20 25 30

Ala Ile Ala Trp Thr Pro Arg Leu Gln Thr Met
35 40
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<210> 65

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> betadturkey GPCR TM 1

<400> 65

ES 2299

242 T3

Ser Trp Ala Ala Val Leu Ser Arg Gln Trp Ala Val Gly Ala Ala Leu

1

10 15

Ser Ile Thr Ile Leu Val Ile Val Ala Gly Asn Leu Leu Val Ile Val
25 30
Ala Ile Ala Lys Thr Pro Arg Leu Gln Thr Met

35

<210> 66

<211>44

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> D1A GPCR TM1

<400> 66

40

Val Val Glu Arg Asp Phe Ser Val

1

Ser Leu Leu Ile Leu Ser Thr Leu

Ala Val Ile Arg Phe Arg His Leu

35

<210> 67

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> D2 GPCR TM1

<400> 67

1

40

Asp Gly Lys Ala Asp Arg Pro His
5

Thr Leu Leu Ile Ala Val Ile Val

Ala Val Ser Arg Glu Lys Ala Leu

35
<210> 68
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> D3 GPCR TM1

40

19

Arg Ile Leu Thr Ala Cys Phe Leu
10 15

Leu Gly Asn Thr Leu Val Cys Ala

25 30

Arg Ser Lys Val

Tyr Asn Tyr Tyr Ala Thr Leu Leu
10 15

Phe Gly Asn Val Leu Val Cys Met

25 30

Gln Thr Thr
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<400> 68

ES 2299 242 T3

Thr Gly Ala Ser Gln Ala Arg Pro His Ala Tyr Tyr Ala Leu Ser Tyr

1

5

10 15

Cys Ala Leu Ile Leu Ala Ile Val Phe Gly Asn Gly Leu Val Cys Met

25 30

Ala val Leu Lys Glu Arg Ala Leu Gln Thr Thr

35

<210> 69

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> D4 GPCR TM1

<400> 69

40

Ala Ser Ala Gly Leu Ala Gly Gln Gly Ala Ala Ala Leu Val Gly Gly

1

5

10 15

Val Leu Leu Ile Gly Ala Val Leu Ala Gly Asn Ser Leu Val Cys Val

25 30

Ser Val Ala Thr Glu Arg Ala Leu Gln Thr Pro

35

<210> 170

<211> 44

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> D5 GPCR TM1

<400> 70

40

Gly Ala Pro Pro Leu Gly Pro Ser Gln Val Val Thr Ala Cys Leu Leu

1

5

10 15

Thr Leu Leu Ile Ile Trp Thr Leu Leu Gly Asn Val Leu Val Cys Ala

25 30

Ala Ile Val Arg Ser Arg His Leu Arg Ala Asn Met

35
<210> 71
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> A1 GPCR TM1

<400> 71

40

Met Pro Pro Ser Ile Ser Ala Phe Gln Ala Ala Tyr Ile Gly Ile Glu

1

10 15

Val Leu Ile Ala Leu Val Ser Val Pro Gly Asn Val Leu Val Ile Trp

25 30

Ala Val Lys Val Asn Gln Ala Leu Arg Asp Ala

35

<210> 72
<211> 40

40
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ES 2299 242 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> A2a GPCR TM1

<400> 72

Met Pro Ile Met Gly Ser Ser Val Tyr Ile Thr Val Glu Leu Ala Ile

1 5 10 15
Ala Val Leu Ala Ile Leu Gly Asn Val Leu Val Cys Trp Ala Val Trp
20 25 30
Leu Asn Ser Asn Leu Gln Asn Val
35 40

<210> 73
<211> 41
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> A2b GPCR TM1
<400> 73

Met Leu Leu Glu Thr Gln Asp Ala Leu Tyr Val Ala Leu Glu Leu Val

1 5 10 15
Ile Ala Ala Leu Ser Val Ala Gly Asn Val Leu Val Cys Ala Ala Val
20 25 30
Gly Thr Ala Asn Thr Leu Gln Thr Pro
35 40

<210> 74
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> A3 GPCR TM1

<400> 74

Asn Ser Thr Thr Leu Ser Leu Ala Asn Val Thr Tyr Ile Thr Met Glu

1 5 10 15
Ile Phe Ile Gly Leu Cys Ala Ile Val Gly Asn Val Leu Val Ile Cys
20 25 30
Val Val Lys Leu Asn Pro Ser Leu Gln Thr Thr
35 40

<210> 175
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OCdrome GPCR TM1
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<400> 75

ES 2299 242 T3

Leu Ala Val Pro Glu Trp Glu Ala Leu Leu Thr Ala Leu Val Leu Ser

1

10

15

Val Ile Ile Val Leu Thr Ile Ile Gly Asn Ile Leu Val Ile Leu Ser

25 30

Val Phe Thr Tyr Lys Pro Leu Arg Ile Val

35

<210> 76

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> ACTH GPCR TM1

<400> 76

40

Arg Asn Asn Ser Asp Cys Pro Arg Val Val Leu Pro Glu Glu Ile Phe

1

10

15

Phe Thr Ile Ser Ile Val Gly Val Leu Glu Asn Leu Ile Val Leu Leu

25 30

Ala Val Phe Lys Asn Lys Asn Leu Gln Ala Pro

35

<210> 77

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> MSH GPCR T™M1

<400> 77

40

Gln Thr Gly Ala Arg Cys Leu Glu Val Ser Ile Ser Asp Gly Leu Phe

1

10

15

Leu Ser Leu Gly Leu Val Ser Leu Val Glu Asn Ala Leu Val Val Ala

25 30

Thr Ile Ala Lys Asn Arg Asn Leu His Ser Pro

35
<210> 178
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> MC3 GPCR TM1

40

22



ES 2299 242 T3

<400> 78
Ser Ser Ser Ala Phe Cys Glu Gln Val Phe Ile Lys Pro Glu Ile Phe
1 5 10 15
Leu Ser Leu Gly Ile Val Ser Leu Leu Glu Asn Ile Leu Val Ile Leu
20 25 30
Ala Val Val Arg Asn Gly Asn Leu His Ser Pro
35 40
<210> 79
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> MC4 GPCR TM1
<400> 79
Ser Asp Gly Gly Cys Tyr Glu Gln Leu Phe Val Ser Pro Glu Val Phe
1 5 10 15
val Thr Leu Gly Val Ile Ser Leu Leu Glu Asn Ile Leu Val Ile Val
20 25 30
Ala Ile Ala Lys Asn Lys Asn Leu His Ser Pro
35 40
<210> 80
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> MC5 GPCR TM1

<400> 80

Asn Lys Ser Ser Pro Cys Glu Asp Met Gly Ile Ala Val Glu Val Phe

1 S 10 15

Leu Thr Leu Gly Val Ile Ser Leu Leu Glu Asn Ile Leu Val Ile Gly

20 25 30
Ala Ile Val Lys Asn Lys Asn Leu His Ser Pro
35 40

<210> 81
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> melatonina GPCR TM1

<400> 81

Asp Gly Ala Arg Pro Ser Trp Leu Ala Ser Ala Leu Ala Cys Val Leu
1 5 10 15
Ile Phe Thr Ile Val Val Asp Ile Leu Gly Asn Leu Leu Val Ile Leu
20 25 30
Ser Val Tyr Arg Asn Lys Lys Leu Arg Asn Ala
35 40

<210> 82
<211> 41
<212> PRT
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ES 2299 242 T3

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oxitocina GPCR TM1

<400> 82

Arg Arg Asn Glu Ala Leu Ala Arg Val Glu Val Ala Val Leu Cys Leu

1 5 10 15
Ile Leu Leu Leu Ala Leu Ser Gly Asn Ala Cys Val Leu Leu Ala Leu
20 25 30
Arg Thr Thr Arg Gln Lys His Ser Arg
35 40

<210> 83
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> conopressinLs GPCR TM1

<400> 83

Phe His Gly Val Asp Glu Asp Leu Leu Lys Ile Glu Ile Ala Val Gln

1 5 10 15
Ala Thr Ile Leu Tyr Met Thr Leu Phe Gly Asn Gly Ile Val Leu Leu
20 25 30
Val Leu Arg Leu Arg Arg Gln Lys Leu Thr Arg
35 40

<210> 84
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> V1A GPCR TM1

<400> 84

Arg Asp Val Arg Asn Glu Glu Leu Ala Lys Leu Glu Ile Ala Val Leu

1 5 10 15
Ala Val Thr Phe Ala Val Ala val Leu Gly Asn Ser Ser Val Leu Leu
20 25 30
Ala Leu His Arg Thr Pro Arg Lys Thr Ser Arg
35 40

<210> 85
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> V1B GPCR TM1

24
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<400> 85

Trp Leu Gly Arg Asp Glu Glu Leu Ala Lys Val Glu Ile Gly Val Leu

1 5 10 15
Ala Thr Val Leu Val Leu Ala Thr Gly Gly Asn Leu Ala Val Leu Leu
20 25 30
Thr Leu Gly Gln Leu Gly Arg Lys Arg Ser Arg
35 40

<210> 86
<211> 45
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> V2 GPCR TM1
<400> 86

Leu Asp Thr Arg Asp Pro Leu Leu Ala Arg Ala Glu Leu Ala Leu Leu

1 5 10 15

Ser Ile Val Phe Val Ala Val Ala Leu Ser Asn Gly Leu Val Leu Ala

20 25 30
Ala Leu Ala Arg Arg Gly Arg Arg Gly His Trp Ala Pro
35 40 45

<210> 87
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CCK_A GPCR TM1

<400> 87

Pro Arg Pro Ser Lys Glu Trp Gln Pro Ala Val Gln Ile Leu Leu Tyr

1 5 10 15

Ser Leu Ile Phe Leu Leu Ser Val Leu Gly Asn Thr Leu Val Ile Thr

20 25 30
Val Leu Ile Arg Asn Lys Arg Met Arg Thr Val
35 40

<210> 88
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CCK_B GPCR TM1

<400> 88

Gly Ala Gly Thr Arg Glu Leu Glu Leu Ala Ile Arg Ile Thr Leu Tyr

1 5 10 15
Ala Val Ile Phe Leu Met Ser Val Gly Gly Asn Met Leu Ile Ile Val
20 25 30
Val Leu Gly Leu Ser Arg Arg Leu Arg Thr Val
35 40

<210> 89

<211>43

25
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ES 2299 242 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> NPY1 GPCR TM1

<400> 89

Asp Cys His Leu Pro Leu Ala Met Ile Phe Thr Leu Ala Leu Ala Tyr

1 5 10
Gly Ala Val Ile Ile Leu Gly Val Ser Gly Asn Leu Ala Leu Ile Ile
20 25 30
Ile Ile Leu Lys Gln Lys Glu Met Arg Asn Val
35 40

<210> 90
<211> 46
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> NTR GPCR T™M1
<400> 90

Asp Val Asn Thr Asp Ile Tyr Ser Lys Val Leu Val Thr Ala Val Tyr

1 5 10

Leu Ala Leu Phe Val Val Gly Thr Val Gly Asn Thr Val Thr Ala Phe

20 25 30
Thr Leu Ala Arg Lys Lys Ser Leu Gln Ser Leu Gln Ser Thr
35 40 45

<210>91

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> NK1 GPCR TM1

<400> 91

Gln Phe Val Gln Pro Ala Trp Gln Ile Val Leu Trp Ala Ala Ala Tyr

1 5 10

Thr Val Ile Val Val Thr Ser Val Vval Gly Asn Val Val Val Met Trp

20 25 30

Ile Ile Leu Ala His Lys Arg Met Arg Thr Val

35 40
<210> 92
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> NK2 GPCR TM1

26
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<400> 92

Ala Phe Ser Met Pro Ser Trp Gln Leu Ala Leu Trp Ala Pro Ala Tyr

1 5 10 15
Leu Ala Leu Val Leu Val Ala Val Thr Gly Asn Ala Ile Val Ile Trp
20 25 30
Ile Tle Leu Ala His Arg Arg Met Arg Thr Val
35 40

<210>93
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> NK3 GPCR TM1

<400> 93

Gln Phe Val Gln Pro Ser Trp Arg Ile Ala Leu Trp Ser Leu Ala Tyr

1 5 10 15
Gly Val Val Val Ala Val Ala Val Leu Gly Asn Leu Ile Val Ile Trp
20 25 30
Ile Ile Leu Ala His Lys Arg Met Arg Thr Val
35 40

<210> 94
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> blueops GPCR TM1

<400> 94

Tyr His Ile Ala Pro Val Trp Ala Phe Tyr Leu Gln Ala Ala Phe Met

1 5 10 15

Gly Thr Val Phe Leu Ile Gly Phe Pro Leu Asn Ala Met Val Leu Val

20 25 30
Ala Thr Leu Arg Tyr Lys Lys Leu Arg Gln Pro
35 40

<210> 95
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> greenops GPCR TM1

<400> 95

Tyr His Ile Ala Pro Arg Trp Val Tyr His Leu Thr Ser Val Trp Met
1 5 10 15
Ile Phe Val vVal Ile Ala Ser Val Phe Thr Asn Gly Leu Val Leu Ala
20 25 30
Ala Thr Met Lys Phe Lys Lys Leu Arg His Pro
35 40
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<210> 96

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> redops GPCR TM1

<400> 96

Tyr His Ile
1
Ile Phe Val

Ala Thr Met
35
<210> 97
<211>43
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

ES 2299 242 T3

Ala Pro Arg Trp Val
5
Val Thr Ala Ser Val
20
Lys Phe Lys Lys Leu
40

<223> rodopsina GPCR TM1

<400> 97

Tyr Tyr Leu Ala Glu Pro Trp Gln

1

5

Phe Leu Leu Ile Val Leu Gly Phe

20

Val Thr Val Gln His Lys Lys Leu

35

<210> 98

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

40

<223> violetopsGg GPCR TM1

<400> 98

Tyr His Ile Ala Pro Pro Trp Ala

1

5

Gly Ile Val Phe Ala Val Gly Thr

20

Val Thr Val Arg Tyr Lys Arg Leu

35

<210> 99

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

40

<223> opsin_crab GPCR TM1

Tyr His Leu Thr Ser Val Trp Met

Phe Thr Asn Gly Leu Val Leu Ala

25

10 15

30

Arg His Pro

Phe

Pro
25
Arg

Phe

Pro
25
Arg

28

Ser Met Leu Ala Ala Tyr Met

10 15

Ile Asn Phe Leu Thr Leu Tyr
30

Thr Pro

Tyr Leu Gln Thr Ala Phe Met

10 15

Leu Asn Ala Val val Leu Trp
30

Gln Pro
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<400> 99

ES 2299 242 T3

Phe Pro Pro Met Asn Pro Leu Trp
1 5
Ile Ile Leu Gly Ile Ile Cys Val
20
Leu Met Met Thr Thr Lys Ser Leu
35 40

<210> 100

<211>43

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ET_Aprec GPCR TM1

<400> 100
Gln Thr Lys Ile Thr Ser Ala Phe
1 5
Cys Thr Ile Phe Ile Val Gly Met
20
Ile Ile Tyr Gln Asn Lys Cys Met
35 40
<210> 101
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ET_Bprec GPCR TM1
<400> 101
Pro Ile Glu Ile Lys Glu Thr Phe
1 5
Cys Leu Val Phe Vval Leu Gly Ile
20
Ile Ile Tyr Lys Asn Lys Cys Met
35 40
<210> 102
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ET_Cfrog GPCR TM1
<400> 102
Arg Ala Lys Ile Arg His Ala Phe
1 S
Cys Val Ile Phe Leu Val Gly Ile
20
Ile Ile Tyr Lys Asn Lys Cys Met
35 40
<210> 103
<211>45

Tyr Ser Ile Leu Gly Val Ala Met
10 15

Leu Gly Asn Gly Met Val Ile Tyr

25 30

Arg Thr Pro

Lys Tyr Ile Asn Thr Val Ile Ser
10 15

Val Gly Asn Ala Thr Leu Leu Arg

25 30

Arg Asn Gly

Lys Tyr Ile Asn Thr VvVal Val Ser

10 15
Ile Gly Asn Ser Thr Leu Leu Arg
25 30
Arg Asn Gly

Lys Tyr Val Thr Thr Ile Leu Ser

10 15
Val Gly Asn Ser Thr Leu- Lew Arg
25 30
Arg Asn Gly

29
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> galanina GPCR TM1

<400> 103

ES 2299 242 T3

Pro Leu Phe Gly Ile Gly Val Glu

1
Gly Leu Ile

Phe Ala Leu Gly Val
20

Val Leu Ala Arg Ser Lys Pro Gly

35
<210> 104
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> NMB GPCR TM1

<400> 104

Gly Thr Thr Thr Glu Leu Val Ile

1

Leu Leu Ile Ile Thr Val Gly Leu

20

Jle Phe Ile Thr Asn Ser Ala Met

35

<210> 105

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> GRP GPCR TM1

<400> 105

Asp Asp Trp Ser His Pro Gly

Gly Val Ile Ile Leu Ile Gly
20

40

Ile Phe Cys Thr Val Lys Ser Met

1
35
<210> 106
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> BRS3 GPCR TM1

40

Asn Phe Val Thr Leu Val Val Phe

10 15
Leu Gly Asn Ser Leu Val Ile Thr
25 30
Lys Pro Arg Ser Thr
45

Arg Cys Val Ile Pro Ser Leu Tyr

10 15
Leu Gly Asn Ile Met Leu Val Lys
25 30
Arg Ser Val

Ile Leu Tyr Val Ile Pro Ala Val Tyr

10 15

Leu Ile Gly Asn Ile Thr Leu Ile Lys

25 30
Arg Asn Val

30



ES 2299 242 T3
<400> 106

Asp Asn Ser Pro Gly Ile Glu Ala Leu Cys Ala Ile Tyr Ile Thr Tyr

1 5 10 15

Ala Val Ile Ile Ser Val Gly Ile Leu Gly Asn Ala Ile Leu Ile Lys
20 25 30

10

15

20

25

30

35

40

45

Val Phe Phe Lys Thr Lys Ser Met Gln Thr Val

35

<210> 107

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> deltaOP GPCR TM1

<400> 107

40

Gly Ser Ala Ser Ser Leu Ala Leu Ala

1

Ser Ala Val Cys Ala Val Gly Leu Leu
25
Gly Ile Val Arg Tyr Thr Lys Met Lys

20

35

<210> 108

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> kappaOP GPCR TM1

<400> 108

40

Ile Ala Ile Thr Al

10

Gly Asn Val Leu Va
30

Thr Ala

a Leu Tyr

1 Met Phe

Pro Ala His Ile Ser Pro Ala Ile Pro Val Ile Ile Thr Ala Val Tyr

1 5 10 15
Ser Val Val Phe Val Val Gly Leu Val Gly Asn Ser Leu Val Met Phe
20 25 30
Val Ile Ile Arg Tyr Thr Lys Met Lys Thr Ala
35 40

<210> 109
<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> muOP GPCR TM1
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ES 2299 242 T3

<400> 109

Gly Ser Pro Ser Met Ile Thr
1 5
Ile val Cys Val val Gly Leu
20
Ile Val Arg Tyr Thr Lys Met
35

<210> 110

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OPRX GPCR TM1

<400> 110
Gly Ala Phe Leu Pro Leu Gly
1 5
Leu Ala Val Cys Val Gly Gly
20
Val Ile Leu Arg His Thr Lys
35
<210> 111
<211> 44
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CB1 GPCR TM1

<400> 111

Ala Ile Thr Ile Met Ala Leu Tyr Ser
10 15
Phe Gly Asn Phe Leu Val Met Tyr Val
25 30
Lys Thr Ala
40
Leu Lys Val Thr Ile Val Gly Leu Tyr
10 15
Leu Leu Gly Asn Cys Leu Val Met Tyr
25 30
Met Lys Thr Ala
40

Phe Met Val Leu Asn Pro Ser Gln Gln Leu Ala Ile Ala Val Leu Ser

10 15

Leu Thr Leu Gly Thr Phe Thr Val Leu Glu Asn Leu Leu Val Leu Cys

25 30

Val Ile Leu His Ser Arg Ser Leu Arg Cys Arg Pro

1 5
20
35
<210> 112
<211> 44
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CB2 GPCR TM1

<400> 112

40

Tyr Met Ile Leu Ser Gly Pro Gln Lys Thr Ala Val Ala Val Leu Cys

1 5

10 15

Thr Leu Leu Gly Leu Leu Ser Ala Leu Glu Asn Val Ala Val Leu Tyr

20

25 30

Leu Ile Leu Ser Ser His Gln Leu Arg Arg Lys Pro

35

40

32
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<210> 113

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> SSTR1 GPCR TM1

<400> 113

ES 2299 242 T3

Thr Leu Ser Glu Gly Gln Gly Ser Ala Ile Leu Ile Ser Phe Ile Tyr

1

10 15

Ser Val Val Cys Leu Val Gly Leu Cys Gly Asn Ser Met Val Ile Tyr

20

25 30

Val Ile Leu Arg Tyr Ala Lys Met Lys Thr Ala

35

<210> 114

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> SSTR2 GPCR TM1

<400> 114

40

Glu Pro Tyr Tyr Asp Leu Thr Ser Asn Ala Val Leu Thr Phe Ile Tyr

1

10 15

Phe Val val Cys Ile Ile Gly Leu Cys Gly Asn Thr Leu Val Ile Tyr

25 30

Val Ile Leu Arg Tyr Ala Lys Met Lys Thr Ile

35

<210> 115

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> SSTR3 GPCR TM1

<400> 115

40

Ser Pro Ala Gly Leu Ala Val Ser

Gly Val Leu Ile Pro Leu Val Tyr
10 15

Leu Gly Asn Ser Leu Val Ile Tyr

25 30

Pro Ser Val

1 5
Leu Val val Cys Val val Gly Leu
20
Val Val Leu Arg His Thr Ala Ser
35 40

<210> 116
<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SSTR4 GPCR TM1

33
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<400> 116

ES 2299 242 T3

Gly Asp Ala Arg Ala Ala Gly Met Val

1

5
Leu Val Cys Leu Val Gly Leu Val Gly

20
Ile Leu Arg Tyr Ala Lys Met Lys Thr

35

<210> 117

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> SSTR5 GPCR TM1

<400> 117

25

40

Pro Ala Pro Ser Ala Gly Ala Arg Ala

1
Leu Leu Val

Val Val Leu
35
<210> 118
<211>43
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> IL8A GPCR TM1

Cys Ala Ala Gly Leu Gly

20

25

Arg Phe Ala Lys Met Lys

40

<400> 118

Met Leu Glu Thr Glu Thr Leu Asn Lys
1 5
Ala Leu Val Phe Leu Leu Ser Leu Leu
20 25
Val Ile Leu Tyr Ser Arg Val Gly Arg
35 40

<210> 119

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> IL8B GPCR TM1

<400> 119

Glu Pro Glu Ser Leu Glu Ile Asn Lys

1

5

Ala Leu Val Phe Leu Leu Ser Leu Leu
20
Val Ile Leu Tyr Ser Arg Val Gly Arg

35

25

40

34

Ala Ile Gln Cys Ile Tyr Ala

10 15

Asn Ala Leu Val Ile Phe Val
30

Ala

Val Leu val Pro Val Leu Tyr

10 15

Gly Asn Thr Leu Val Ile Tyr
30

Thr Val

Tyr val val Ile Ile Ala Tyr

10 15

Gly Asn Ser Leu Val Met Leu
30

Ser Vval

Tyr Phe Val Val Ile Ile Tyr

10 15

Gly Asn Ser Leu Val Met Leu
30

Ser Val
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ES 2299 242 T3

<210> 120

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> AT1 Y AT1brat GPCR TM1

<400> 120

Lys Ala Gly Arg His Asn Tyr Ile Phe Val Met Ile Pro Thr Leu Tyr
1 5 10 15
Ser Ile Ile Phe Val Val Gly Ile Phe Gly Asn Ser Leu Val Val Ile
20 25 30
Val Ile Tyr Phe Tyr Met Lys Leu Lys Thr Val
35 40

<210> 121

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> AT2 GPCR TM1

<400> 121

Gln Lys Pro Ser Asp Lys His Leu Asp Ala Ile Pro Ile Leu Tyr Tyr
1 5 10 15
Ile Ile Phe Val Ile Gly Phe Leu Val Asn Ile Val Val Val Thr Leu
20 25 30

Phe Cys Cys Gln Lys Gly Pro Lys Lys Val
35 40
<210> 122
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> BK1 GPCR TM1

<400> 122
Ala Pro Glu Ala Trp Asp Leu Leu His Arg Val Leu Pro Thr Phe Ile
1 5 10 15
Ile Ser Ile Cys Phe Phe Gly Leu Leu Gly Asn Leu Phe Val Leu Leu
20 25 30
Val Phe Leu Leu Pro Arg Arg Gln Leu Asn Val
35 40
<210> 123
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> BK2 GPCR TM1

35
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<400> 123

ES 2299 242 T3

Gln Val Glu Trp Leu Gly Trp Leu Asn Thr Ile Gln Pro Pro Phe Leu

1

10 15

Trp Val Leu Phe Val Leu Ala Thr Leu Glu Asn Ile Phe Val Leu Ser

25 30

Val Phe Cys Leu His Lys Ser Ser Cys Thr Val

35 40
<210> 124
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> P2Y7 GPCR TM1
<400> 124
Pro Ser Leu Gly Val Glu Phe Ile Ser Leu Leu Ala Ile Ile Leu Leu
1 5 10 15
Ser Val Ala Leu Ala Val Gly lLeu Pro Gly Asn Ser Phe Val Val Trp
20 25 30
Ser Ile Leu Lys Arg Met Gln Lys Arg Ser Val
35 40
<210> 125
<211>43
<212> PRT

<223> Secuencia artificial
<220>
<223>P2Y6 GPCR TM1

<400> 125

Cys Val Tyr Arg Glu Asp Phe Lys Arg Leu Leu Leu Pro Pro Val Tyr

1 5 10 15
Ser Val Val Leu Val Val Gly Leu Pro Leu Asn Val Cys Val Ile Ala
20 25 30
Gln Ile Cys Ala Ser Arg Arg Thr Leu Thr Arg
35 40

<210> 126
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> P2Y5 GPCR TM1

<400> 126

Cys Ser Thr Glu Asp Ser Phe Lys Tyr Thr Leu Tyr Gly Cys Val Phe

1

5

10 15

Ser Met Val Phe Val Leu Gly Leu Ile Ala Asn Cys Val Ala Ile Tyr

20

25 30

Ile Phe Thr Phe Thr Leu Lys Val Arg Asn Glu

35

40

36
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<210> 127

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> P2Y4 GPCR TM1

<400> 127

Cys Trp Phe Asp G
1

ES 2299 242 T3

lu Asp Phe Lys Phe Ile Leu Leu Pro Val Ser Tyr

10 15

Ala Val Val Phe Val Leu Gly Leu Gly Leu Asn Ala Pro Thr Leu Trp

20

25 30

Leu Phe Ile Phe Arg Leu Arg Pro Trp Asp Ala

35

<210> 128

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> P2Y3chick GPCR TM1

<400> 128

40

Cys Thr Phe His Glu Glu Phe Lys Gln Val Leu Leu Pro Leu Val Tyr

1

10 15

Ser Val Val Phe Leu Leu Gly Leu Pro Leu Asn Ala Val Val Ile Gliy

25 30

Gln Ile Trp Leu Ala Arg Lys Ala Leu Thr Arg

35

<210> 129

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> P2Y2 GPCR TM1

<400> 129

40

Cys Arg Phe Asn Glu Asp Phe Lys Tyr Val Leu Leu Pro Val Ser Tyr

1

10 15

Gly Val Val Cys Val Leu Gly Leu Cys Leu Asn Ala Val Gly Leu Tyr

25 30

Ile Phe Leu Cys Arg Leu Lys Thr Trp Asn Ala

35

<210> 130

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>P2Y1 GPCR TM1

40

37
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ES 2299 242 T3

<400> 130
Ala Leu Thr Lys Thr Gly Phe Gln Phe
1 5
Ile Leu Val Phe Ile Ile Gly Phe Leu
20 25
Met Phe Val Phe His Met Lys Pro Trp
35 40
<210> 131
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> THRprec GPCR TM1
<400> 131
Gly Tyr Leu Thr Ser Ser Trp Leu Thr
1 5
Thr Gly Val Phe Val Val Ser Leu Pro
20 25
Val Phe Ile Leu Lys Met Lys Val Lys
35 40
<210> 132
<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> C5a GPCR T™™M1

<400> 132
Thr Ser Asn Thr Leu Arg Val Pro Asp
1 5
Ala Val Val Phe Leu Val Gly Val Leu
20 25
Val Thr Ala Phe Glu Ala Lys Arg Thr
35 40
<210> 133
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> GPOlmouse GPCR TM1

<400> 133

Ala Glu Ser Glu Pro Glu Leu Val Val
1 5
Cys Ser Ser Gly Thr Leu Ile Cys Cys
20 25
Ile Ile Phe His Ser Pro Ser Leu Arg
35 40

<210> 134
<211>43

38

Tyr Tyr Leu Pro Ala Val Tyr

10 15

Gly Asn Ser Val Ala Ile Trp
30

Ser Gly

Leu Phe Val Pro Ser Val Tyr

10 15

Leu Asn Ile Met Ala Ile Val
30

Lys Pro

Ile Leu Ala Leu Val Ile Phe

10 15

Gly Asn Ala Leu Val Val Trp
30

Ile

Asn Pro Trp Asp Ile Val Leu

10 15

Glu Asn Ala Val Val Val Leu
30

Ala Pro
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ES 2299 242 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> R334rat GPCR TM1

<400> 134

val Glu Ser Glu Pro Glu Leu Val Val Asn Pro Trp Asp Ile Val Leu

1 5 10 15

Cys Ser Ser Gly Thr Leu Ile Cys Cys Glu Asn Ala Val Val Val Leu

20 25 30
Ile Ile Phe His Ser Pro Ser Leu Arg Ala Pro
35 40

<210> 135
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> GP21mouse GPCR TM1

<400> 135

Gly Pro Ala Thr Leu Leu Pro Ser Pro Arg Ala Trp Asp Val Val Leu

1 5 10 15
Cys Ile Ser Gly Thr Leu Val Ser Cys Glu Asn Ala Leu Val Val Ala
20 25 30
Ile Ile Val Gly Thr Pro Ala Phe Arg Ala Pro
35 40

<210> 136
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> GCRCmouse GPCR TM1

<400> 136

Ala Glu Ser Gln Asn Pro Thr Val Lys Ala Leu Leu Ile Val Ala Tyr
1 S 10 15
Sexr Phe Thr Ile Val Phe Ser Leu Phe Gly Asn Val Leu Val Cys His
20 25 30

Val Ile Phe Lys Asn Gln Arg Met His Ser Ala

35 40
<210> 137
<211> 40
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> TXKR GPCR TM1

39
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ES 2299 242 T3

<400> 137
Gln Pro Pro Trp Ala Val Ala Leu
1 5
val Ala Val Ala Val Leu Gly Asn
20
Ala His Lys Arg Met Arg Thr Val
35 40
<210> 138
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> G10Drat GPCR TM1

<400> 138

Met Glu Leu Asn Glu Asn Thr Lys
1 5
Leu Ala Ile Phe Val Val Gly Leu
20
Val Asn Cys Arg Arg Ser Gly Arg
35 40

<210> 139

<211> 44

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> RDC1 GPCR TM1

<400> 139

Asn Met Pro Asn Lys Ser Val Leu

1 5
Ile Phe Ile Phe Val Ile Gly Met
20
Val Asn Ile Gln Ala Lys Thr Thr
35 40
<210> 140
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> BLR1 GPCR TM1

<400> 140

Met Ala Ser Phe Lys Ala Val Phe
1 5
Phe Leu Leu Gly Val Ile Gly Asn
20
Arg His Arg Gln Thr Arg Ser Ser
35 40

Trp Ser Leu Ala Tyr Gly Ala Val
10 15

Leu Val Val Ile Trp Ile Val Leu

25 30

Gln Val Val Leu Phe Val Phe Tyr

10 15
Val Glu Asn Val Leu Val Ile Cys
25 30
Val Gly Met

Leu Tyr Thr Leu Ser Phe Ile Tyr
10 15

Ile Ala Asn Ser Val Val Val Trp

25 30

Gly Tyr Asp Thr

Val Pro Val Ala Tyr Ser Leu Ile

10 15
Val Leu Val Leu Val Ile Leu Glu
25 30
Thxr Glu

40
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<210> 141

<211>48

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CL5 Y LCR1 GPCR T™M1

<400> 141

ES 2299 242 T3

Arg Glu Glu Asn Ala Asn Phe Asn Lys Ile Phe Leu Pro Thr Ile Tyr

1

15

Ser Ile Ile Phe Leu Thr Gly Ile Val Gly Asn Gly Leu Val Ile Leu

25

30

Val Met Gly Tyr Gln Lys Lys Leu Arg Ser Met Thr Asp Lys Tyr Arg

35

<210> 142

<211> 47

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> EBI1 GPCR TM1

<400> 142

40

45

Lys Lys Asp Val Arg Asn Phe Lys Ala Trp Phe Leu Pro Ile Met Tyr

1

15

Ser Ile Ile Cys Phe Val Gly Leu Leu Gly Asn Gly Leu Val Val Leu

25

30

Thr Tyr Ile Tyr Phe Lys Arg Leu Lys Thr Met Thr Asp Thr Tyr

35

<210> 143

<211> 47

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> RBSl1rat GPCR TM1

<400> 143

40

45

Leu Gly Asp Ile Val Ala Phe Gly Thr Ile Phe Leu Ser Ile Phe Tyr

1

15

Ser Leu Val Phe Thr Phe Gly Leu Val Gly Asn Leu Leu Val Val Leu

25

30

Ala Leu Thr Asn Ser Arg Lys Ser Lys Ser Ile Thr Asp Ile Tyr

35
<210> 144
<211> 47
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> EBI2 GPCR TM1

40

41

45
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ES 2299 242 T3

<400> 144

Leu Tyr Ala His His Ser Thr Ala Arg Ile Val Met Pro Leu His Tyr
1 5 10 15
Ser Leu Val Phe Ile Ile Gly Leu Val Gly Asn Leu Leu Ala Leu Val
20 25 30
Val Ile Val Gln Asn Arg Lys Lys Ile Asn Ser Thr Thr Leu Tyr
35 40 45

<210> 145

<211> 47

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> GCRTchick GPCR TM1

<400> 145
Cys Ser Thr Glu Asp Ser Phe Lys Tyr Thr Leu Tyr Gly Cys Val Phe
1 5 ic 15
Ser Met Val Phe Val Leu Gly Leu Ile Ala Asn Cys Val Ala Ile Tyr
20 25 30
Ile Phe Thr Phe Thr Leu Lys Val Arg Asn Glu Thr Thr Thr Tyr
35 40 45
<210> 146
<211> 46
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> APJ GPCR TM1

<400> 146

Glu Tyr Thr Asp Trp Lys Ser Ser Gly Ala Leu Ile Pro Ala Ile Tyr
1 5 10 15
Met Leu Val Phe Leu Leu Gly Thr Thr Gly Asn Gly Leu Val Leu Trp
20 25 30
Thr Val Phe Arg Ser Ser Arg Glu Lys Arg Arg Ser Ala Asp
35 40 45

<210> 147

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> RTArat GPCR TM 1

<400> 147

Glu Gln Ile Ala Thr Leu Pro Pro Pro Ala Val Thr Asn Tyr Ile Phe
1 5 10 15
Leu Leu Leu Cys Leu Cys Gly Leu Val Gly Asn Gly Leu Val Leu Trp
20 25 30
Phe Phe Gly Phe Ser Ile Lys Arg Thr Pro
35 40

<210> 148
<211>43

40
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> UHRrat GPCR TM1

<400> 148

ES 2299 242 T3

Ser Leu Gln Leu Val His Gln Leu Lys Gly Leu Ile Val Met Leu Tyr

1

5 10 15

Ser Ile Val Val Val Val Gly Leu Val Gly Asn Cys Leu Leu Val Leu

20

25 30

Val Ile RAla Arg Val Arg Arg Leu His Asn Val

35

<210> 149

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

40

<223> FMRLIN GPCR TM1

<400> 149

Glu Pro Ala
1
Gly Val Thr

Val Ala Gly
35

<210> 150

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> FMRL2 GPCR TM1

<400> 150

Glu Ser Ala
1
Gly val Thr

Val Ala Gly

35
<210> 151
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> fMLP GPCR TM1

Gly His Thr Val Leu Trp Ile Phe Ser Leu Leu Val His

5 10 15
Phe Val Phe Gly Val Leu Gly Asn Gly Leu Val Ile Trp
20 25 30
Phe Arg Met Thr Arg Thr Val
40

Gly Tyr Thr Val Leu Arg Ile Leu Pro Leu Val val Leu
5 10 15
Phe Val Leu Gly Val Leu Gly Asn Gly Leu Val Ile Trp
20 25 30
Phe Arg Met Thr Arg Thr Val
40

43
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<400> 151

ES 2299 242 T3

Val Ser Ala Gly Tyr Leu Phe Leu Asp

1

Ala Val Thr Phe Val Leu Gly Val

20

Val Ala Gly Phe Arg Met Thr

35

<210> 152

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFIcatfish GPCR TM1

<400> 152

5

Leu
25

His
40

Asn Gly Phe Tyr Asn Ile Pro His Thr

1

5

Cys Ile Ala Tyr Ala Val Thr Val Leu

20

25

Thr Ile Tyr Leu Ala Arg Ser Leu His

35

<210> 153

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLF3catfish GPCR TM1

<400> 153

Thr Gly Leu Tyr Asn Ile Pro His
5
Cys Phe Val Tyr Thr Val Thr Phe

1

Thr Ile Tyr Leu Ala Arg Ser Leu

20
35
<210> 154
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLF8catfish GPCR TM1

40

40

Ala
Leu

25
His

44

Ile Ile Thr Tyr Leu Val Phe

10 15

Gly Asn Gly Leu Val Ile Trp
30

Thr Val

Lys Tyr Tyr Tyr Ala Phe Leu

10 15

Gly Asn Ser Phe Ile Met Cys
30

Thr Ala

Lys Tyr Tyr Tyr Leu Phe Leu

10 15

Gly Asn Ser Phe Ile Met Gly
30

Thr Ala
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ES 2299 242 T3

<400> 154
Gly Phe His Asp Leu Gly Glu Trp Gly Pro
1 5 10
Leu Leu Met Phe Leu Leu Ser Ser Thr Ser

20 25
Leu Ile Ile Ser Gln Arg Ala Leu His Ser
35 40

<210> 155

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> OLF32Acatfish GPCR TM1

<400> 155
Ser Gly Phe Ser Gly Ile Pro Phe Ser Gln

1 5 10
Ile Phe Ile Tyr Ile Ile Ser Leu Cys Gly
20 25
Met Ile Leu Val Asp Arg Thr Leu His Ile
35 40

<210> 156

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> OLF32Bcatfish, OLF32Ccatfish Y OLF32Dcatfish GPCR TM1
<400> 156

Ser Gly Phe Ser Gly Ile Pro Phe Ser Gln

1 5 10
Ile Phe Ile Tyr Ile Ile Ser Leu Cys Gly
20 25
Met Ile Leu Val Asp Arg Thr Leu His Ile
35 40
<210> 157
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLF47catfish GPCR TM1

<400> 157

Ile Leu Ser Ile Pro Tyr
15
Asn Leu Thr Leu Ile Tyr
30
Pro

Tyr Tyr Phe Ala Phe Leu
15

Asn Ser Ile Val Leu Phe

30

Pro

Tyr Tyr Phe Val Phe Leu
15

Asn Ser Ile Val Leu Phe

30
Pro

Ile Ala Tyr Asn Ser Leu Gly Asn Lys Asn Tyr Leu Ile Leu Ala Leu

1 5 10

15

Gly Ile Ile Tyr Leu Ile Thr Leu Leu Cys Asn Phe Thr Leu Leu Ala

20 25

30

Ile Ile Leu Met Asn Ser Ser Leu Gln Asn Pro

35 40

45
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ES 2299 242 T3

<210> 158

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> OLF202catfish GPCR TM1

<400> 158

Phe Pro Gly Leu Pro Pro Asn Tyr Tyr
1 5
Phe Phe Val Tyr Val Cys Thr Leu Ile
20 25
Leu Phe Leu Arg Glu Lys Ser Leu Gln
35 40

<210> 159

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> OLFCORIchicken GPCR TM1

<400> 159

Leu Thr Asp Asn Pro Gly Leu Gln Met
1 5
Ala Ile Tyr Thr Ile Thr Leu Leu Thr
20 25
Ile Ser Val Asp Leu His Leu Gln Thr
35 40

<210> 160

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> OLFCOR2chicken GPCR TM1

<400> 160

Leu Thr Asp Asn Pro Arg Leu Gln Met
1 5
Val Ile Tyr Thr Thr Thr Leu Leu Thr
20 25
Ile Gly Met Asp Leu His Leu Gln Thr
35 40
<210> 161
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> OLFCOR3chicken Y OLFCOR4chicken GPCR TM1

46

Gly Leu Val Ser Val val Met

10 15

Gly Asn Cys Thr Phe Phe Thr
30

Lys Pro

Pro Leu Phe Met Val Phe Leu

10 15

Asn Leu Gly Leu Ile Ala Leu
30

Pro

Pro Leu Phe Met Val Phe Leu

10 15

Asn Leu Gly Leu Ile Ala Leu
30

Pro
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<400> 161

ES 2299 242 T3

Leu Thr Asp Asn Pro Gly Leu Gln Met Pro Leu Phe Met Val Phe Leu

1 5

10 15

Ala Ile Tyr Thr Ile Thr Leu Leu Thr Asn Leu Gly Leu Ile Arg Leu

20

25 30

Ile Ser Val Asp Leu His Leu Gln Thr Pro

35

<210> 162

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> OLFCORS5chicken GPCR TM1

<400> 162

Leu Thr Asp Asn Pro Arg Leu

1 5

Ala Ile Tyr Thr Ile Thr Leu

20

Ile Ser Val Asp Phe His Leu

35

<210> 163

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> OLFCORG6chicken GPCR TM1

<400> 163

Leu Thr Asp Asn Pro Gly Leu

1 5

Ala Ile Tyr Thr Ile Thr Leu

20

Ile Arg Ile Asp Leu Gln Leu

35

<210> 164

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFdog GPCR TM1

<400> 164

Leu Pro Ile Asp Pro Asp Gln

1 5

Ala Met Tyr Val Thr Thr Ile

20

Ile Gln Leu Asp Ser His Leu

35

<210> 165
<211> 42

40

Gln Met Pro Leu Phe Met Val Phe Leu

10 15
Leu Ala Asn Leu Gly Leu Ile Ala Leu
25 30
Gln Thr Pro

40

Gln Met Pro Leu Phe Met Val Phe Leu

10 15
Leu Thr Asn Leu Gly Leu Ile Ala Leu
25 30
Gln Thr Pro

40

Arg Asp Leu Phe Tyr Ala Leu Phe Leu

10 15
Leu Gly Asn Leu Leu Ile Ile Val Leu
25 30
His Thr Pro

40

47
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ES 2299 242 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFO7E GPCR T™M1

<400> 165

Met Ser Glu Ser Pro Glu Gln Gln Gln Ile Leu Phe Trp Met Phe Leu
1 5 10 i5
Ser Met Tyr Leu Val Thr Val Val Gly Asn Val Leu Ile Ile Leu Ala
20 25 30
Ile Ser Ser Asp Ser Arg Leu His Thr Pro
35 40

<210> 166

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLF071 GPCR TM1

<400> 166

Leu Pro Ile Gln Pro Glu Gln Gln Asn Leu Cys Tyr Ala Leu Phe Leu
1 5 10 15
Ala Met Tyr Leu Thr Thr Leu Leu Gly Asn Leu Leu Ile Ile Val Leu
20 25 30

Ile Arg Leu Asp Ser His Leu His Thr Pro

35 40
<210> 167
<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLF07J GPCR TM1

<400> 167
Phe Ser Ser Phe His Glu Gln Gln Ile Thr Leu Phe Gly Val Phe Leu
1 5 10 15
Ala Leu Tyr Ile Leu Thr Leu Ala Gly Asn Ile Ile Ile Val Thr Ile
20 25 30
Ile Arg Ile Asp Leu His Leu His Thr Pro
35 40
<210> 168
<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFOR3mouse GPCR TM1

48
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<400> 168

ES 2299 242 T3

Val Ser Asp His Pro His Leu Glu Ile

1 S

Ala Ser Tyr Leu Leu Thr Leu Val Gly

25

Ser Arg Leu Asp Ala Arg Leu His Thr

20
35
<210> 169
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFrat GPCR TM1

<400> 169

40

Leu Thr Lys Gln Pro Glu Leu Leu Leu

1 5

Val Ile Tyr Val Leu Thr Val Val Gly

25

Ile Ile Val Ser Pro Leu Leu His Thr

20
35
<210> 170
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFF3rat GPCR TM1

<400> 170

40

Phe val Glu Asn Lys Asp Leu Gln Pro

1 5

Ser Met Tyr Leu Val Thr Val Ile Gly

20

25

Ile Ile Ser Asp Pro Cys Leu His Thr

35

<210> 171

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFF5rat GPCR TM 1

<400> 171

40

Leu Ser Arg Gln Pro Gln Gln Gln Gln

1 5

Ile Met Tyr Leu Ala Thr Val Leu Gly

20

Ile Gly Thr Asp Ser Arg Leu His Thr

35
<210> 172
<211> 42
<212> PRT

40

49

Ile Phe Phe Ala Val Ile Leu

10 15

Asn Leu Thr Ile Ile Leu Leu
30

Pro

Pro Leu Phe Phe Leu Phe Leu

10 15

Asn Leu Gly Met Ile Leu Leu
30

Pro

Leu Ile Tyr Gly Leu Phe Leu

10 15

Asn Ile Ser Ile Ile Val Ala
30

Pro

Leu Leu Phe Leu Leu Phe Leu

10 15

Asn Leu Leu Ile Ile Leu Ala
30

Pro
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> OLFF6rat GPCR TM1

<400> 172

Phe Pro Gly Pro Arg Ser Met

1

Vval Met Tyr Leu Leu Thr Val
20

ES 2299 242 T3

25

Val Gly Ala His Arg Cys Leu Gln Thr

35

<210> 173

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFF12rat GPCR TM1

<400> 173

Phe Thr Glu Asn Pro Gln Leu

1

Ser Met Tyr Leu Val Thr Val
20
Ile Ile Thr Gln Ser His Leu

35
<210> 174
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFI3rat GPCR TM1

<400> 174

Leu Pro Ile Pro Glu Glu His Gln His

1

Val Met Tyr Leu Thr Thr Ile Leu Gly
20
Val Gln Leu Asp Ser Gln Leu His Thr

35

<210> 175

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFI7rat GPCR TM1
<221> MOD_RES

<222> (18)...(18)

<223> Xaa = aminoacido desconocido

40

25

40

25

40

50

Arg Ile

Val Gly

His Phe
Leu Gly

His Thr

Gly Leu Phe Leu Leu Phe Leu

10 15

Asn Leu Ala Ile Ile Ser Leu
30

Pro

Leu Ile Phe Ala Leu Phe Leu

10 15

Asn Leu Leu Ile Ile Met Ala
30

Pro

Leu Phe Tyr Ala Leu Phe Leu

10 15

Asn Leu Leu Ile Ile Val Leu
30

Pro
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ES 2299 242 T3

<400> 175
Phe Pro Ala Pro Ala Pro Leu Arg Val Leu Leu Phe Phe Leu Ser Leu
1 5 10 15
Leu Xaa Tyr Val Leu Val Leu Thr Glu Asn Met Leu Ile Ile Ile Ala
20 25 30
Ile Arg Asn His Pro Thr Leu His Lys Pro
35 40
<210> 176
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFI8rat GPCR TM1

<400> 176

Leu Pro Ile Pro Pro Glu His Gln Gln Leu Phe Phe Ala Leu Phe Leu

1 5 10 15

Ile Met Tyr Leu Thr Thr Phe Leu Gly Asn Leu Leu Ile Val Val Leu

20 25 30
Val Gln Leu Asp Ser His Leu His Thr Pro
35 40

<210> 177
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFI9rat GPCR TM1

<400> 177

Leu Pro Phe Pro Pro Glu Tyr Gln His Leu Phe Tyr Ala Leu Phe Leu

1 5 10 15
Ala Met Tyr Leu Thr Thr Leu Leu Gly Asn Leu Ile Ile Ile Ile Leu
20 25 30
Ile Leu Leu Asp Ser His Leu His Thr Pro
35 40

<210> 178
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFI14rat GPCR TM1

<400> 178

Leu Pro Ile Pro Ser Glu Tyr His Leu Leu Phe Tyr Ala Leu Phe Leu
1 S 10 15
Ala Met Tyr Leu Thr Ile Ile Leu Gly Asn Leu Leu Ile Ile Val Leu
20 25 30
Val Arg Leu Asp Ser His Leu His Met Pro
35 40
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ES 2299 242 T3

<210> 179

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFI15rat GPCR TM1

<400> 179

Leu Pro Ile Pro Ser Glu His
1 5
Ser Met Tyr Leu Thr Thr Val
20
Ile His Leu Asp Ser His Leu
35
<210> 180
<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> OLFOR17_40 GPCR T™™1

<400> 180

Leu Leu Glu Ala Pro Gly Leu

1 S
Phe Ala Tyr Leu Val Thr Val
20
Val Leu Val Glu Pro Lys Leu
35

<210> 181
<211> 39
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> GUST27rat GPCR TM1

<400> 181

Met Ile Leu Asn Cys Asn Pro

1 S
Leu Val Thr Val Leu Gly Asn
20
Asn Ser His Leu His Asn Leu
35

<210> 182
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RPE GPCR TM1

Gln His Val Phe Tyr Ala Leu Phe Leu
10 15
Leu Gly Asn Leu Ile Ile Ile Ile Leu
25 30
His Thr Pro
40
Gln Pro Val Val Phe Val Leu Phe Leu
10 15
Arg Gly Asn Leu Ser Ile Leu Ala Ala
25 30
His Thr Pro
40

Phe Ser Gly Leu Phe Leu Ser Met Tyr
10 15
Leu Leu Ile Ile Leu Ala Val Ser Ser
25 30

52
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ES 2299 242 T3

<400> 182
Pro Thr Gly Phe Gly Glu Leu Glu Val Leu Ala Val Gly Met Val Leu
1 5 10 15
Leu Val Glu Ala Leu Ser Gly Leu Ser Leu Asn Thr Leu Thr Ile Phe
20 25 30
Ser Phe Cys Lys Thr Pro Glu Leu Arg Thr Pro
35 40
<210> 183
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HHRF1 GPCR TM1

<400> 183

Phe Thr Asp Val Leu Asn Gln Ser Lys Pro Val Thr Leu Phe Leu Tyr

1 5 10 15

Gly Val Val Phe Leu Phe Gly Ser Ile Gly Asn Phe Leu Val Ile Phe

20 25 30
Thr Ile Thr Trp Arg Arg Arg Ile Gln Cys Ser
35 40

<210> 184
<211>44
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> HHRF2 GPCR TM1

<400> 184

Asn Ser Thr Glu Ile Tyr Gln Leu Phe Glu Tyr Thr Arg Leu Gly Val

1 5 10 15
Trp Leu Met Cys Ile Val Gly Thr Phe Leu Asn Val Leu Val Ile Thr
20 25 30
Thr Ile Leu Tyr Tyr Arg Arg Lys Lys Lys Ser Pro
35 40

<210> 185
<211> 45
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> HHRF3 GPCR TM1

<400> 185
Met Thr Gly Pro Leu Phe Ala Ile Arg Thr Thr Glu Ala Val Leu Asn
1 5 10 15
Thr Phe Ile Ile Phe Val Gly Gly Pro Leu Asn Ala Ile Val Leu Ile
20 25 30
Thr Gln Leu Leu Thr Asn Arg Val Leu Gly Tyr Ser Thr
35 40 45
<210> 186

<211> 41
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ES 2299 242 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> MCP-1A Y MCP-1B GPCR TM1

<400> 186

Asp Val Lys Gln Ile Gly Ala Gln Leu Leu Pro Pro Leu Tyr Ser Leu

1 S 10 15
Val Phe Ile Phe Gly Phe Val Gly Asn Met Leu Val Val Leu Ile Leu
20 25 30
Ile Asn Cys Lys Lys Leu Lys Cys Leu
35 40

<210> 187
<211> 41
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> PPR1bovine GPCR TM1

<400> 187

Glu Val Arg Lys Phe Ala Lys Val Phe Leu Pro Ala Phe Phe Thr Ile

1 5 10 15
Ala Phe Ile Ile Gly Leu Ala Gly Asn Ser Thr Val Val Ala Ile Tyr
20 25 30
Ala Tyr Tyr Lys Lys Arg Arg Thr Llys
35 40

<210> 188
<211> 50
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> GPCRAelegans GPCR TM2

<400> 188
Thr Arg Phe Leu Met Cys Asn Leu Ala Phe Ala Asp Phe Ile Leu Gly
1 5 10 15
Leu Tyr Ile Phe Ile Leu Thr Ser Val Ser Ala Val Thr Arg Gly Asp
20 25 30
Tyr His Asn Tyr Val Gln Gln Trp Gln Asn Gly Ala Gly Cys Lys Ile
35 40 45
Leu Gly
50
<210> 189
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> GRH GPCR TM2
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<400> 189

Lys Leu Leu Leu Lys His Leu Thr Leu

1

Ile Val Met Pro Leu Asp Gly Met Trp
25

Ala Gly Glu Leu Leu Cys Lys Val Leu

35

<210> 190

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> TRH GPCR TM2

<400> 190

Thr Asn Cys Tyr Leu Val Ser Leu Ala

1

Val Ala Ala Gly Leu Pro Asn Ile Thr

Val Tyr Gly Tyr Val Gly Cys Leu Cys

35

<210> 191

<211> 50

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> FSHprec GPCR TM2

<400> 191

Pro Arg Phe Leu Met Cys Asn Leu Ala

1

Ile Tyr Leu Leu Leu Ile Ala Ser Val
20
Tyr His Asn Tyr Bla Ile Asp Trp Gln

35
Ala Gly
50
<210> 192
<211> 50
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> TSHprec GPCR TM2

5

5

ES 2299 242 T3

40

40

40

55

25

25

Ala Asn Leu Leu Glu Thr Leu

10 15

Asn Ile Thr Val Gln Trp Tyr
30

Ser

Val Ala Asp Leu Met Val Leu

10 15

Asp Ser Ile Tyr Gly Ser Trp
30

Ile Thr

Phe Ala Asp Leu Cys Ile Gly
10 15
Asp Ile His Thr Lys Ser Gln
30
Thr Gly Ala Gly Cys Asp Ala
45
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ES 2299 242 T3

<400> 192

Pro Arg Phe Leu Met Cys Asn Leu Ala Phe Ala Asp Phe Cys Met Gly
1 5 10 15

Met Tyr Leu Leu Leu Ile Ala Ser Val Asp Leu Tyr Thr His Sex Glu

0 25 30
Tyr Tyr Asn }ziis Ala Ile Asp Trp Gln Thr Gly Pro Gly Cys Asn Thr
35 40 45
Ala Gly
50

<210> 193
<211> 50
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> LH_CGprec GPCR TM2

<400> 193

Pro Arg Phe Leu Met Cys Asn Leu Ser Phe Ala Asp Phe Cys Met Gly
1 5 10 15
Leu Tyr Leu Leu Leu Ile Ala Ser Val Asp Ser Gln Thr Lys Gly Gln
20 25 30
Tyr Tyr Asn His Ala Ile Asp Trp Gln Thr Gly Ser Gly Cys Ser Thr
35 40 45
Ala Gly
50

<210> 194

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> PGE_EP1 GPCR TM2

<400> 194

Phe Leu Leu Phe Val Ala Ser Leu Leu Ala Thr Asp Leu Ala Gly His

1 5 10 15
Val Ile Pro Gly Ala Leu Val Leu Arg Leu Tyr Thr Ala Gly Arg Ala
20 25 30
Pro Ala Gly Gly Ala Cys His Phe Leu Gly
35 40

<210> 195
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> PGE_EP2 GPCR TM2
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<400> 195

Phe Tyr Thr Leu Val Cys Gly

1

Leu Leu Val Ser Pro Val Thr

Pro Gly Gly Gln Pro Leu Cys

35

<210> 196

<211> 47

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> PGE_EP3 GPCR TM2

<400> 196

Phe His Val Leu Val Thr Glu

1

Cys Leu Ile Ser Pro Val Val

Leu Val Ala Leu Ala Pro Glu

35

<210> 197

<211> 47

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> PGF GPCR TM2

<400> 197

ES 2299 242 T3

40

40

Leu Ala

Ile Ala

25

Glu Tyr

Leu Val

Leu Ala

25

Ser Arg

Phe Leu Leu Leu Ala Ser Gly Lleu Val

1

Leu Ile Asn Gly Ala Ile Ala Val Phe

20

25

Trp Ile Arg Phe Asp Gln Ser Asn Val

35

<210> 198

<211> 48

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> PGI GPCR TM2

<400> 198

Phe Ala Val Leu Val Thr Gly Leu

1

Ser Phe Leu Ser Pro Ala Val

Leu Leu Gly Leu Ala Arg Gly Gly

35

40

40

Phe

25

57

Val Thr Asp Leu Leu Gly Thr

10 15

Thr Tyr Met Lys Gly Gln Trp
30

Ser Thr

Phe Thr Asp Leu Leu Gly Thr
10 15
Ser Tyr Ala Arg Asn Gln Thr
30
Ala Cys Thr Tyr Phe Ala
45

Ile Thr Asp Phe Phe Gly His
10 15
Val Tyr Ala Ser Asp Lys Glu
30
Leu Cys Ser Ile Phe Gly
45

Ala Ala Thr Asp Leu Leu Gly Thr

10 15

Val Ala Tyr Ala Arg Asn Ser Ser

30

Pro Ala Leu Cys Asp Ala Phe Ala

45
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<210> 199

<211> 47

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> TXA2 GPCR TM2

<400> 199

Phe Leu Thr Phe Leu Cys Gly

1 5
Leu Val Thr Gly Thr Ile Val
20
Trp His Ala Val Asp Pro Gly
35
<210> 200
<211> 41
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> PAF GPCR TM2
<400> 200
Ile Phe Met Val Asn Leu Thr
1 5
Leu Pro Leu Trp Ile Val Tyr
20
Pro Lys Phe Leu Cys Asn Val
35
<210> 201
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> M2 GPCR TM2

<400> 201

Asn Asn Tyr Phe Leu Phe Ser

1 5
Val Phe Ser Met Asn Leu Tyr
20
Pro Leu Gly Pro Val Val Cys
35

<210> 202
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> M4 GPCR TM2

Leu
Val

Cys
40

Met
Tyr

Ala
40

Leu
Thr

Asp
40

Val Leu Thr Asp Phe Leu Gly Leu
10 15
Ser Gln His Ala Ala Leu Phe Glu
25 30
Arg Leu Cys Arg Phe Met Gly
45

Ala Asp Met Leu Phe Leu Ile Thr
10 15

Gln Asn Gln Gly Asn Trp Ile Leu

25 30

Gly

Ala Cys Ala Asp Leu Ile Ile Gly
10 15

Leu Tyr Thr Val Ile Gly Tyr Trp

25 30

Leu Trp Leu
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<400> 202

ES 2299 242 T3

Asn Asn Tyr Phe Leu Phe Ser Leu Ala Cys Ala Asp Leu Ile Ile Gly

1

10 15

Ala Phe Ser Met Asn Leu Tyr Thr Val Tyr Ile Ile Lys Gly Tyr Trp

25 30

Pro Leu Gly Ala Val Val Cys Asp Leu Trp Leu

35

<210> 203

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> M1 GPCR TM2

<400> 203

40

Asn Asn Tyr Phe Leu Leu Ser Leu Ala Cys Ala Asp Leu Ile Ile Gly

1

10 15

Thr Phe Ser Met Asn Leu Tyr Thr Thr Tyr Leu Leu Met Gly His Trp

25 30

Ala Leu Gly Thr Leu Ala Cys Asp Leu Trp Leu

<210> 204

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> M3 GPCR TM2

<400> 204

40

Asn Asn Tyr Phe Leu Leu Ser Leu Ala Cys Ala Asp Leu Ile Ile Gly

1 S 10 15
Val Ile Ser Met Asn Leu Phe Thr Thr Tyr Ile Ile Met Asn Arg Trp
20 25 30
Ala Leu Gly Asn Leu Ala Cys Asp Leu Trp Leu
35 40

<210> 205
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> M5 GPCR TM2
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<400> 205

Asn Asn Tyr Tyr Leu Leu Ser Leu Ala Cys Ala Asp Leu Ile Ile Gly

1 5 10 15

Ile Phe Ser Met Asn Leu Tyr Thr Thr Tyr Ile Leu Met Gly Arg Trp
20 25 30

Ala Leu Gly Ser Leu Ala Cys Asp Leu Trp Leu

35

<210> 206

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> H1 GPCR TM2

<400> 206

Gly Asn Leu Tyr Ile Val Ser
1 5
Ala Val Val Met Pro Met Asn
20
Ser Leu Gly Arg Pro Leu Cys
35
<210> 207
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> H2 GPCR TM2

<400> 207

Thr Asn Cys Phe Ile Val Ser

1 5

Leu Leu Val Leu Pro Phe Ser
20

Ser Phe Gly Lys Val Phe Cys

35
<210> 208
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 5SHT1A GPCR TM2

<400> 208

Ala Asn Tyr

1 5

Val Leu Val

20

Thr Leu Gly
35

<210> 209
<211>43

40

Leu

Ile

Leu
40

Leu
Ala

Asn
40

40

Ser Val Ala Asp Leu Ile Val Gly
10 15

Leu Tyr Leu Leu Met Ser Lys Trp

25 30

Phe Trp Leu

Ala Ile Thr Asp Leu Leu Leu Gly

10 15
Ile Tyr Gln Leu Ser Cys Lys Trp
25 30
Ile Tyr Thr

Leu Ile Gly Ser Leu Ala Val Thr Asp Leu Met Val Serx

10 15

Leu Pro Met Ala Ala Leu Tyr Gln Val Leu Asn Lys Trp

25 30

Gln Val Thr Cys Asp Leu Phe Ile
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 5HT1B GPCR TM2

<400> 209

Ala Asn Tyr Leu Ile Ala Ser Leu Ala Val Thr Asp Leu Leu Val Ser

1 5 i0 15
Ile Leu Val Met Pro Ile Ser Thr Met Tyr Thr Val Thr Gly Arg Trp
20 25 30
Thr Leu Gly Gln Val Val Cys Asp Phe Trp Leu
35 40

<210> 210
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 5HT1D GPCR TM2
<400> 210

Ala Asn Tyr Leu Ile Gly Ser Leu Ala Thr Thr Asp Leu Leu Val Ser

1 ) 10 15
Ile Leu Val Met Pro Ile Ser Ile Ala Tyr Thr Ile Thr His Thr Trp
20 25 30
Asn Phe Gly Gln Ile Leu Cys Asp Ile Trp Leu
35 40

<210> 211
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> SHT1E GPCR TM2

<400> 211

Ala Asn Tyr Leu Ile Cys Ser Leu Ala Val Thr Asp Leu Leu Val Ala

5 10 15
Vil Leu Val Met Pro Leu Ser Ile Ile Tyr Ile Val Met Asp Arg Trp
20 25 30
Lys Leu Gly Tyr Phe Leu Cys Glu Val Trp Leu
35 40

<210> 212
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 5SHT1F GPCR TM2
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<400> 212

Ala Asn Tyr Leu Ile Cys Ser
1 5
Val Leu Val Met Pro Phe Ser
20
Ile Met Gly Gln Val Val Cys
35

<210> 213

<211> 44

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SHT2A GPCR TM2

<400> 213

Thr Asn Tyr Phe Leu Met Ser
1 S
Phe Leu Val Met Pro Val Ser
20
Trp Pro Leu Pro Ser Lys Leu
35

<210> 214

<211> 44

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 5SHT2B GPCR TM2

<400> 214

Thr Asn Tyr Phe Leu Met Ser
1 5
Leu Phe Val Met Pro Ile Ala
20
Trp Pro Leu Pro Leu Val Leu
35

<210> 215

<211> 44

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 5HT2C GPCR TM2

<400> 215

Thr Asn Tyr Phe Leu Met Ser Leu

1 5

Leu Leu Val Met Pro Leu Ser Leu

20

Trp Pro Leu Pro Arg Tyr Leu Cys

35

<210> 216
<211> 44

Leu
Ile

Asp

40

Leu
Met

Cys

40

Leu
Leu

Cys
40

40

Ala
Val

25
Ile

Ala

Leu
25
Ala

Ala

25

Ala
Leu

25
Pro

62

Leu

Pro

Val Thr Asp Phe Leu Val Ala

10 15

Tyr Ile Val Arg Glu Ser Trp
30

Trp Leu

Ile Ala Asp Met Leu Leu Gly

10 15

Thr Ile Leu Tyr Gly Tyr Arg
30

Val Trp Ile

Val Ala Asp Leu Leu Val Gly

10 15

Thr Ile Met Phe Glu Ala Met
30

Ala Trp Leu

Ile Ala Asp Met Leu Val Gly

10 13

Ala Ile Leu Tyr Asp Tyr Val
30

Val Trp Ile



ES 2299 242 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> SHT5A GPCR TM2

<400> 216

Pro His Asn Leu Val Ala Ser Met Ala Val Ser Asp Val Leu Val Ala

1 5 10 15
Ala Leu Val Met Pro Leu Ser Leu Val His Glu Leu Ser Gly Arg Arg
20 25 3¢
Trp Gln Leu Gly Arg Arg Leu Cys Gln Leu Trp Ile
35 40

<210> 217
<211>45
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 5HT5Brat GPCR TM2

<400> 217

Pro His Asn Leu Val Ala Ser Thr Ala Val Ser Asp Val Leu Val Ala

35

40

45

50

55

60

65

1 5 10 1
Ala Leu Val Met Pro Leu Ser Leu Val Ser Glu Leu Ser Ala G?y Arg
20 25 30
Arg Trp Gln Leu Gly Arg Ser Leu Cys His Val Trp Ile
35 40 45

<210> 218
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 5SHT6rat GPCR TM2

<400> 218

Ser Asn Phe Phe Leu Val Ser Leu Phe Thr Ser Asp Leu Met Val Gly

1

10 15

Leu Val Val Met Pro Pro Ala Met Leu Asn Ala Leu Tyr Gly Arg Trp

25 30

val Leu Ala Arg Gly Leu Cys Leu Leu Trp Thr

35
<210> 219
<211> 44
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 5HT7 GPCR TM2

40
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<400> 219

Ser Asn Tyr Leu Ile Val Ser Leu Ala Leu Ala Asp Leu Ser Val Ala

1 5 10 15

Val Ala Val Met Pro Phe Val Ser Val Thr Asp Leu Ile Gly Gly Lys

20 25 30
Trp Ile Phe Gly His Phe Phe Cys Asn Val Phe Ile
35 40

<210> 220
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> alphal A GPCR TM2

<400> 220

Thr Asn Tyr Phe Ile Val Asn Leu Ala Val Ala Asp Leu Leu Leu Ser

1 5 10 15

Ala Thr Val Leu Pro Phe Ser Ala Thr Met Glu Val Leu Gly Phe Trp

20 25 30
Bla Phe Gly Arg Ala Phe Cys Asp Val Trp Ala
35 40

<210> 221
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> alphalB GPCR TM2

<400> 221

Thr Asn Tyr Phe Ile Val Asn Leu Ala Met Ala Asp Leu Leu Leu Ser

1 5 10 15

Phe Thr Val Leu Pro Phe Ser Ala Rla Leu Glu Val Leu Gly Tyr Trp

20 25 30
Val Leu Gly Arg Ile Phe Cys Asp Ile Trp Ala
35 40

<210> 222
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> alphalC GPCR TM2

<400> 222

Thr His Tyr Tyr Ile Val Asn Leu Ala Val Ala Asp Leu Leu Leu Thr
1 5 10 15
Ser Thr Val Leu Pro Phe Ser Ala Ile Phe Glu Val Leu Gly Tyr Trp
20 25 30
Ala Phe Gly Arg Val Phe Cys Asn Ile Trp Ala
35 40

<210> 223
<211>43

64
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> alpha2 A GPCR TM2

<400> 223

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

5 10 15
Tkllr Leu Val Ile Pro Phe Ser Leu Ala Asn Glu Val Met Gly Tyr Trp
20 25 30
Tyr Phe Gly Lys Ala Trp Cys Glu Ile Tyr Leu
35 40

<210> 224
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> alpha2B GPCR TM2

<400> 224

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

1 S 10 15
Thr Leu Ile Ile Pro Phe Ser Leu Ala Asn Glu Leu Leu Gly Tyr Trp
20 25 30
Tyr Phe Arg Arg Thr Trp Cys Glu Val Tyr Leu
35 40

<210> 225
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> alpha2C1 Y alpha2C2 GPCR TM2

<400> 225

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

1 5 10 15
Thr Leu Val Met Pro Phe Ser Leu Ala Asn Glu Leu Met Ala Tyr Trp
20 25 30
Tyr Phe Gly Gln Val Trp Cys Gly Val Tyr Leu
35 40

<210> 226
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> betal GPCR TM2
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<400> 226
Thr Asn Leu Phe Ile Met Ser Leu Ala Ser Ala Asp Leu Val Met Gly
1 5 10 15
Leu Leu Val Val Pro Phe Gly Ala Thr Ile Val Val Trp Gly Arg Trp
20 25 30
Glu Tyr Gly Ser Phe Phe Cys Glu Leu Trp Thr
35 40
<210> 227
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> beta2 GPCR TM2
<400> 227
Thr Asn Tyr Phe Ile Thr Ser Leu Ala Cys Ala Asp Leu Val Met Gly
1 5 10 15
Leu Ala Val Val Pro Phe Gly Ala Ala His Ile Leu Met Lys Met Trp
20 25 30
Thr Phe Gly Asn Phe Trp Cys Glu Phe Trp Thr
35 40
<210> 228
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> beta3 GPCR TM2

<400> 228
Thr Asn Val Phe Val Thx Ser Leu Ala Ala Ala Asp Leu Val Met Gly
1 5 10 15
Leu Leu Val Val Pro Pro Ala Ala Thr Leu Ala Leu Thr Gly His Trp
20 25 30
Pro Leu Gly Ala Thr Gly Cys Glu Leu Trp Thr
35 40
<210> 229
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> betadturkey GPCR TM2

<400> 229

Thr Asn Val Phe Val Thr Ser Leu Ala Cys Ala Asp Leu Val Met Gly
1 5 10 15
Leu- Leu Val Val Pro Pro Gly Ala Thr Ile Leu Leu Ser Gly His Trp
20 25 30
Pro Tyr Gly Thr Val Val Cys Glu Leu Trp Thr
35 40
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<210> 230

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> D1A GPCR TM2

<400> 230

Thr Asn Phe
1
Val Leu Val

Pro Phe Gly

35

<210> 231

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> D2 GPCR TM2

<400> 231

Thr Asn Tyr
1
Thr Leu Val

Lys Phe Ser

35

<210> 232

<211> 44

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> D3 GPCR TM2

<400> 232

ES 2299 242 T3

Phe Val Ile Ser Leu Ala Val Ser Asp Leu Leu Val Ala
5 10 15
Met Pro Trp Lys Ala Val Ala Glu Ile Ala Gly Phe Trp
20 25 30
Ser Phe Cys Asn Ile Trp Val
40

Leu Ile Val Ser Leu Ala Val Ala Asp Leu Leu Val Ala
5 10 15
Met Pro Trp Val Val Tyr Leu Glu Val Val Gly Glu Trp
20 25 30
Arg Ile His Cys Asp Ile Phe Val
40

Thr Asn Tyr Leu Val Val Ser Leu Ala Val Ala Asp Leu Leu Val Ala

5 10 15

Thr Leu Val Met Pro Trp Val Val Tyr Leu Glu Val Thr Gly Gly Val

20

25 30

Trp Asn Phe Ser Arg Ile Cys Cys Asp Val Phe Val

1
35
<210> 233
<211> 44
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> D4 GPCR TM2

40
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<400> 233

Thr Asn Ser Phe Ile Val Ser Leu Ala Ala Ala Asp Leu Leu Leu Ala

1 5 10 15

Leu Leu Val Leu Pro Leu Phe Val Tyr Ser Glu Val Gln Gly Gly Ala
20 25 30

Trp Leu Leu Ser Pro Arg Leu Cys Asp Ala Leu Met
35 40

<210> 234

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> D5 GPCR TM2

<400> 234

Thr Asn Val Phe Ile Val Ser Leu Ala Val Ser Asp Leu Phe Val Ala

1 5 10 15
Leu Leu Val Met Pro Trp Lys Ala Val Ala Glu Val Ala Gly Tyr Trp
20 25 30
Pro Phe Gly Ala Phe Cys Asp Val Trp Val
35 40

<210> 235
<211>41
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> A1 GPCR TM2

<400> 235

Thr Phe Cys Phe Ile Val Ser Leu Ala Val Ala Asp vVal Ala Val Gly

1 5 10 15

Ala Leu Val Ile Pro Leu Ala Ile Leu Ile Asn Ile Gly Pro Gln Thr

' 20 25 30

Tyr Phe His Thr Cys Leu Met Val Ala

35 40

<210> 236
<211> 41
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> A2a GPCR TM2
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<400> 236

Thr Asn Tyr Phe Val Val Ser Leu Ala Ala Ala Asp Ile Ala Val Gly

1 5 10 15
Val Leu Ala Ile Pro Phe Ala Ile Thr Ile Ser Thr Gly Phe Cys Ala
20 25 30
Ala Cys His Gly Cys Leu Phe Ile Ala
35 40

<210> 237
<211> 41
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> A2b GPCR TM2
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<400> 237

Thr Asn Tyr Phe Leu Val Ser Leu Ala Ala Ala Asp Val Ala Val Gly

1 5 10 15
Leu Phe Ala Ile Pro Phe Ala Ile Thr Ile Ser Leu Gly Phe Cys Thr
20 25 30
Asp Phe Tyr Gly Cys Leu Phe Leu Ala
35 40

<210> 238
<211> 41
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> A3 GPCR TM2

<400> 238

Thr Phe Tyr Phe Ile Val Ser Leu Ala Leu Ala Asp Ile Ala Val Gly
1 5 10 15
Val Leu Val Met Pro Leu Ala Ile Val Val Ser Leu Gly Ile Thr Ile

20 25 30
His Phe Tyr Ser Cys Leu Phe Met Thr
35 40
<210> 239
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OCdrome GPCR TM2

<400> 239

Gln Asn Phe Phe Ile Val Ser Leu Ala Val Ala Asp Leu Thr Val Ala

1 5 10
Leu Leu Val Leu Pro Phe Asn Val Ala Tyr Ser Ile Leu Gly Arg Trp
20 25 30
Glu Phe Gly Ile His Leu Cys Lys Leu Trp Leu
35 40
<210> 240
<211> 49
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> ACTH GPCR TM2

<400> 240

Met Tyr Phe Phe Ile Cys Ser Leu Ala Ile Ser Asp Met Leu Gly Ser
1 5 10 15
Leu Tyr Lys Ile Leu Glu Asn Ile Leu Ile Ile Leu Arg Asn Met Gly
20 25 30
Tyr Leu Lys Pro Arg Gly Ser Phe Glu Thr Thr Ala Asp Asp Ile Ile
35 40 45

Asp
<210> 241
<211> 49
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MSH GPCR TM2

<400> 241

Met Tyr Cys Phe Ile Cys Cys Leu Ala Leu Ser Asp Leu Leu Val Ser

1 5 10 15
Gly Thr Asn Val Leu Glu Thr Ala Val Ile Leu Leu Leu Glu Ala Gly
20 25 30
Ala Leu Val Ala Arg Ala Ala Val Leu Gln Gln Leu Asp Asn Val Ile
35 40 45

Asp
<210> 242
<211>49
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MC3 GPCR TM2

<400> 242

Met Tyr Phe Phe Leu Cys Ser Leu Ala Val Ala Asp Met Leu Val Ser

1 5 10 15
Val Ser Asn Ala Leu Glu Thr Ile Met Ile Ala Ile Val His Ser Asp
20 25 30
Asp Tyr Thr Phe Glu Asp Gln Phe Ile Gln His Met Asp Asn Ile Phe
35 40 45

Asp
<210> 243
<211> 48
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> MC4 GPCR TM2
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<400> 243
Met Tyr Phe Phe Ile Cys Ser Leu Ala Val Ala Asp Met Leu Val Ser
1 5 10 15
Val Ser Asn Gly Ser Glu Thr Ile Ile Ile Thr Leu Leu Asn Ser Thr
20 25 30
Asp Thr Asp Ala Gln Ser Phe Thr Val Asn Ile Asp Asn Val Ile Asp
35 40 45
<210> 244
<211> 49
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> MC5 GPCR TM2

<400> 244
Met Tyr Phe Phe Val Cys Ser Leu Ala Val Ala Asp Met Leu Val Ser
1 5 10 15
Met Ser Ser Ala Trp Glu Thr Ile Thr Ile Tyr Leu Leu Asn Asn Lys
20 25 30
His Leu Val Ile Ala Asp Ala Phe Val Arg His Ile Asp Asn Val Phe
35 40 45
Asp
<210> 245
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> melatonina GPCR TM?2

<400> 245

Gly Asn Ile Phe Val Val Ser Leu Ala Val Ala Asp Leu Val Val Ala

1 5 10 15

Ile Tyr Pro Tyr Pro Leu Val Leu Met Ser Ile Phe Asn Asn Gly Trp

20 25 30
Asn Leu Gly Tyr Leu His Cys Gln Val Ser Gly
35 40

<210> 246
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> oxitocina GPCR TM2

<400> 246

Leu Phe Phe Phe Met Lys His Leu Ser Ile Ala Asp Leu Val Val Ala
1 5 10 15
Val Phe Gln Val Leu Pro Gln Leu Leu Trp Asp Ile Thr Phe Arg Phe
20 25 30
Tyr Gly Pro Asp Leu Leu Cys Arg Leu Val Lys
35 40
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<210> 247

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> conopressinLs GPCR TM2

<400> 247

ES 2299 242 T3

Met Gln Trp Phe Ile Ala His Leu Ala Phe Ala Asp Ile Phe Val Gly

1

10 15

Phe Phe Asn Ile Leu Pro Gln Leu Ile Ser Asp Val Thr Ile Val Phe

25 30

His Gly Asp Asp Phe Thr Cys Arg Phe Ile Lys

35

<210> 248

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> V1A GPCR TM2

<400> 248

40

Met His Leu Phe Ile Arg His Leu Ser Leu Ala Asp Leu Ala Val Ala

1

10 15

Phe Phe Gln Val Leu Pro Gln Met Cys Trp Asp Ile Thr Tyr Arg Phe

25 30

Arg Gly Pro Asp Trp Leu Cys Arg Val Val Lys

35
<210> 249
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> V1B GPCR TM2

<400> 249

40

Met His Leu Phe Val Leu His Leu Ala Leu Thr Asp Leu Ala Val Ala

1 5 10 15
Leu Phe Gln Val Leu Pro Gln Leu Leu Trp Asp Ile Thr Tyr Arg Phe
20 25 30
Gln Gly Pro Asp Leu Leu Cys Arg Ala Val Lys
35 40

<210> 250
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> V2 GPCR TM2
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ES 2299 242 T3
<400> 250

Ile His Val Phe Ile Gly His Leu Cys Leu Ala Asp Leu Ala Val Ala

1 5 10 15
Leu Phe Gln Val Leu Pro Gln Leu Ala Trp Lys Ala Thr Asp Arg Phe
20 25 30
Arg Gly Pro Asp Ala Leu Cys Arg Ala Val Lys
35 40

<210> 251
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CCK_A GPCR TM2

<400> 251

Thr Asn Ile Phe Leu Leu Ser Leu Ala Val Ser Asp Leu Met Leu Cys
1 5 10 15
Leu Phe Cys Met Pro Phe Asn Leu Ile Pro Asn Leu Leu Lys Asp Phe
20 25 30

Ile Phe Gly Ser Ala Val Cys Lys Thr Thr Thr

35 40
<210> 252
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CCK_B GPCR TM2

<400> 252

Thr Asn Ala Phe Leu Leu Ser Leu Ala Val Ser Asp Leu Leu Leu Ala

1 5 10 15
Val Ala Cys Met Pro Phe Thr Leu Leu Pro Asn Leu Met Gly Thr Phe
20 25 30
Ile Phe Gly Thr Val Ile Cys Lys Ala Val Ser
35 40

<210> 253
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> NPY1 GPCR TM2
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<400> 253
Thr Asn Ile Leu Ile Val Asn
1 5
Ile Met Cys Leu Pro Phe Thr
20
Val Phe Gly Glu Ala Met Cys
35
<210> 254
<211>45
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> NTR GPCR TM2
<400> 254

Val His Tyr His Leu Gly Ser

1 5

Leu Leu Ala Met Pro Val Glu
20

Pro Trp Ala Phe Gly Asp Ala

35
<210> 255
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> NK1 GPCR TM2

<400> 255

Thr Asn Tyr Phe Leu Val Asn
1 5
Ala Phe Asn Thr Val Val Asn
20

Tyr Tyr Gly Leu Phe Tyr Cys

35
<210> 256
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> NK2 GPCR TM2

<400> 256

Thr Asn Tyr Phe Ile Val Asn

1 5

Ala Phe Asn Ala Ala Phe Asn
20

Tyr Phe Gly Arg Ala Phe Cys

35

<210> 257
<211>43

Leu Ser Phe Ser Asp Leu Leu Val Ala

10 15
Phe Val Tyr Thr Leu Met Asp His Trp
25 30
Lys Leu Asn Pro

40

Leu Ala Leu Ser Asp Leu Leu Thr Leu

10 15
Leu Tyr Asn Phe Ile Trp Val His His
25 30
Gly Cys Arg Gly Tyr Tyr

40 45

Leu Ala Phe Ala Glu 2la Ser Met Ala

10 15
Phe Thr Tyr Ala Val His Asn Glu Trp
25 30
Lys Phe His Asn

40

Leu Ala Leu Ala Asp Leu Cys Met Ala

10 15
Phe Val Tyr Ala Ser His Asn Ile Trp
25 30
Tyr Phe Gln Asn

40
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> NK3 GPCR TM2

<400> 257
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Thr Asn Tyr Phe Leu Val Asn Leu

1 5
Ala Phe Asn Thr Leu Val Asn Phe
20
Tyr Phe Gly Ala Asn Tyr Cys Arg
35 40

<210> 258
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> blueops GPCR TM2
<400> 258

Leu Asn Tyr Ile Leu Val Asn Val

1 5
Ile Phe Ser Val Phe Pro Val Phe
20
Val Phe Gly Arg His Val Cys Ala
35 40

<210> 259
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> greenops GPCR TM2

<400> 259

Ala Phe Ser Asp ARla Ser Met Ala
10 15

Ile Tyr Ala Leu His Ser Glu Trp

25 30

Phe Gln Asn

Ser Phe Gly Gly Phe Leu Leu Cys

10 15
Val Ala Ser Cys Asn Gly Tyr Phe
25 30
Leu Glu Gly

Leu Asn Trp Ile Leu Val Asn Leu Ala Val Ala Asp Leu Ala Glu Thr

10 15

Val Ile Ala Ser Thr Ile Ser Val Val Asn Gln Val Tyr Gly Tyr Phe

25 30

Val Leu Gly His Pro Met Cys Val Leu Glu Gly

1 S
20
35
<210> 260
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> redops GPCR TM2
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<400> 260

Leu Asn Trp Ile Leu Val Asn
1 5
Val Ile Ala Ser Thr Ile Ser
20
Val Leu Gly His Pro Met Cys
35
<210> 261
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> rodopsina GPCR TM2

<400> 261
Leu Asn Tyr Ile Leu Leu Asn
1 5
Leu Gly Gly Phe Thr Ser Thr
20
Val Phe Gly Pro Thr Gly Cys
35
<210> 262
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> violetopsGg GPCR TM2

<400> 262

Leu Asn Tyr Ile Leu Val Asn
1 5
Val Leu Ser Val Phe Val Val
20
Val Phe Gly Lys Arg Val Cys
35

<210> 263

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> opsin_crab GPCR TM2

<400> 263

Thr Asn Leu Leu Val Val Asn
1 )
Ala Phe Met Met Pro Thr Met
20
Ile Leu Gly Pro Phe Met Cys
35

<210> 264
<211> 48

Leu Ala Val Ala Asp Leu Ala Glu Thr

10 15

Ile Val Asn Gln Val Ser Gly Tyr Phe

25

30

Val Leu Glu Gly

40

Leu Ala

Leu Tyr

25
Asn Leu
40

Ile Ser

Phe Val

25
Glu Leu
40

Leu Ala

Thr Ser

25
Glu Val
40

76

Val Ala Asp Leu Phe Met Val

10 15

Thr Ser Leu His Gly Tyr Phe
30

Glu Gly

Ala Ser Gly Phe Val Ser Cys

10 15

Ala Ser Ala Arg Gly Tyr Phe
30

Glu Ala

Phe Ser Asp Phe Cys Met Met

10 15

Asn Cys Phe Ala Glu Thr Trp
30

Tyr Gly
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> ET_Aprec GPCR TM2

<400> 264
Pro Asn Ala Leu Ile Ala Ser Leu Ala Leu Gly Asp Leu Ile Tyr Val
1 5 10 15
Val Ile Asp Leu Pro Ile Asn Val Phe Lys Leu Leu Ala Gly Arg Trp
20 25 30
Pro Phe Asp His Asn Asp Phe Gly Val Phe Leu Cys Lys Leu Phe Pro
35 40 45
<210> 265
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ET_Bprec GPCR TM2

<400> 265
Pro Asn Ile Leu Ile Ala Ser Leu Ala Leu Gly Asp Leu Leu His Ile
1 5 10 15
Val Ile Asp Ile Pro Ile Asn Val Tyr Lys Leu Leu Ala Glu Asp Trp
20 25 30
Pro Phe Gly Ala Glu Met Cys Lys Leu Val Pro
35 40
<210> 266
<211> 39
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ET_Cfrog GPCR TM2

<400> 266

Pro Asn Val Leu Ile Ala Ser Leu Ala Leu Gly Asp Leu Phe Tyr Ile

1 5 10 15

Leu Ile Ala Ile Pro Ile Ile Ser Ile Ser Phe Trp Leu Ser Thr Gly
20 25 30

His Ser Glu Tyr Ile Tyr Gln

35
<210> 267
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> galatina GPCR TM2
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<400> 267

Thr Asn Leu
1
Leu Phe Cys

Val Leu Gly
35
<210> 268
<211>43
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> NMBGPCR TM2

<400> 268

Pro Asn Ile
1
Leu Thr Cys

Met Phe Gly
35

<210> 269
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> GRP GPCR TM2

<400> 269

Pro Asn Leu Phe Ile Ser Ser Leu

1

Ile Thr Cys Ala Pro Val Asp Ala

Leu Phe Gly Arg Ile Gly Cys Lys

35

<210> 270

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> BRS3 GPCR TM2

<400> 270

Pro Asn Ile Phe Ile Thr Ser Leu

1

Leu Thr Cys Val Pro Val Asp Ala

Leu Phe Gly Arg Ile Gly Cys Lys

35

ES 2299 242 T3

Phe Ile Leu Asn
5

Ile Pro Phe Gln

20

Ala Phe Ile Cys

Phe Ile Ser Asn
5

Val Pro Val Asp

20

Lys Val Gly Cys

5

20

5

20

Leu
Ala

Lys
40

Leu
Ala

Lys
40

40

40

Ser

Thr
25
Phe

Ala

Ser
25
Leu

Ala

Ser
25
Leu

Ala

Thr
25
Val

78

Ile Ala Asp Leu Ala Tyr Leu

10 15

Val Tyr Ala Leu Pro Thr Trp
30

Ile His

Ala Gly Asp Leu Leu Leu Leu

10 15

Arg Tyr Phe Phe Asp Glu Trp
30

Ile Pro

Leu Gly Asp Leu Leu Leu Leu
10 15

Arg Tyr Leu Ala Asp Arg Trp
30

Ile Pro

Phe Gly Asp Leu Leu Leu Leu

10 15

His Tyr Leu Ala Glu Gly Trp
30

Leu Ser
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<210> 271

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> deltaOP GPCR TM2

<400> 271

ES 2299 242 T3

Thr Asn Ile Tyr Ile Phe Asn Leu Ala
1 5
Ser Thr Leu Pro Phe Gln Ser Ala Lys
20 25
Phe Gly Glu Leu Leu Cys Lys Ala Val
35 40
<210> 272
<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> kappaOP GPCR TM2
<400> 272
Thr Asn Ile Tyr Ile Phe Asn Leu Ala
1 5
Thr Thr Met Pro Phe Gln Ser Thr Val
20 25
Phe Gly Asp Val Leu Cys Lys Ile Val
35 40
<210> 273
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> muOP GPCR TM2

<400> 273

Leu Ala Asp Ala Leu Ala Thr

10 15

Tyr Leu Met Glu Thr Trp Pro
30

Leu

Leu Ala Asp Ala Leu Val Thr

10 15

Tyr Leu Met Asn Ser Trp Pro
30

Ile

Thr Asn Ile Tyr Ile Phe Asn Leu Ala Leu Ala Asp Ala Leu Ala Thr

10 15

Ser Thr Leu Pro Phe Gln Ser Val Asn Tyr Leu Met Gly Thr Trp Pro

25

30

Phe Gly Thr Ile Leu Cys Lys Ile Val Ile

1 5
20
35
<210> 274
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OPRX GPCR TM2

40
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ES 2299 242 T3

<400> 274

Thr Asn Ile Tyr Ile Phe Asn
1 5
Leu Thr Leu Pro Phe Gln Gly
20
Phe Gly Asn Ala Leu Cys Lys

35
<210> 275
<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> CB1 GPCR TM2

<400> 275

Ser Tyr His Phe Ile Gly Ser
1 5
Val Ile Phe Val Tyr Ser Phe
20

Asp Ser Arg Asn Val Phe Leu

35
<210> 276
<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CB2 GPCR TM2

Ser Tyr Leu Phe Ile Gly Ser Leu Ala Gly Ala Asp Phe Leu Ala Ser

<400> 276
1 5
Val Val Phe Ala Cys Ser Phe
20
Asp Ser Lys Ala Val Phe Leu
35

<210> 277
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> SSTR1 GPCR TM2

<400> 277

Thr Asn Jle Tyr Ile Leu Asn
1 5
Leu Ser Val Pro Phe Leu Val
20

Leu Ala Leu Ala Asp Thr Leu Val Leu

10 15
Thr Asp Ile Leu Leu Gly Phe Trp Pro
25 30
Thr Val Ile

40

Leu Ala Val Ala Asp Leu Leu Gly Ser

10 15
Ile Asp Phe His Val Phe His Arg Lys
25 30
Phe Lys Leu

40

10 15
Val Asn Phe His Val Phe His Gly Val
25 30
Leu Lys Ile

40

Leu Ala Ile Ala Asp Glu Leu Leu Met
10 15

Thr Ser Thr Leu Leu Arg His Trp Pro
25 30

Phe Gly Ala Leu Leu Cys Arg Leu Val Leu

35

<210> 278
<211> 42

40
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> SSTR2 GPCR TM2

<400> 278

ES 2299 242 T3

Thr Asn Ile Tyr Ile Leu Asn Leu Ala Ile Ala Asp Glu Leu Phe Met

10 15

Leu Gly Leu Pro Phe Leu Ala Met Gln Val Ala Leu Val His Trp Pro

20

25 30

Phe Gly Lys Ala Ile Cys Arg Val Val Met

1
35
<210> 279
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> SSTR3 GPCR TM2

<400> 279

40

Thr Asn Val Tyr Ile Leu Asn Leu Ala Leu Ala Asp Glu Leu Phe Met

1

10 15

Leu Gly Leu Pro Phe Leu Ala Ala Gln Asn Ala Leu Ser Tyr Trp Pro

20

25 30

Phe Gly Ser Leu Met Cys Arg Leu Val Met

35

<210> 280

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> SSTR4 GPCR TM2

<400> 280

40

Thr Asn Ile Tyr Leu Leu Asn Leu Ala Val Ala Asp Glu Leu Phe Met

1 5 10 15
Leu Ser Val Pro Phe Val Ala Ser Ser Ala Ala Leu Arg His Trp Pro
20 25 30
Phe Gly Ser Val Leu Cys Arg Ala Val Leu
35 40

<210> 281
<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SSTRS5 GPCR TM2
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<400> 281

ES 2299 242 T3

Thr Asn Ile Tyr Ile Leu Asn Leu Ala Val Ala Asp Val Leu Tyr Met

1

5 10 15

Leu Gly Leu Pro Phe Leu Ala Thr Gln Asn Ala Ala Ser Phe Trp Pro
20 25 30

Phe Gly Pro Val Leu Cys Arg Leu Val Met

35

<210> 282

<211> 41

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

40

<223> IL8A e IL8B GPCR TM2

<400> 282

Thr Asp Val
1
Leu Thr Leu

Gly Thr Phe
35

<210> 283

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> ATla GPCR TM2

<400> 283

Ala Ser Val
1
Leu Thr Leu

Pro Phe Gly
35

<210> 284

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> AT1brat GPCR TM2

Tyr Leu Leu Asn Leu Ala Leu Ala Asp Leu Leu Phe Ala

5 10 15
Pro Ile Trp Ala Ala Ser Lys Val Asn Gly Trp Ile Phe
20 25 30
Leu Cys Lys Val Val Ser
40

Phe Leu Leu Asn Leu Ala Leu Ala Asp Leu Cys Phe Leu

5 10 15
Pro Leu Trp Ala Val Tyr Thr Ala Met Glu Tyr Arg Trp
20 25 30
Asn Tyr Leu Cys Lys Ile Ala Ser
40
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<400> 284

Ala Ser Val Phe Leu Leu Asn Leu Ala Leu Ala Asp Leu Cys Phe Leu

1 5 10 15

Leu Thr Leu Pro Leu Trp Ala Val Tyr Thr Ala Met Glu Tyr Arg Trp

20 25 30
Pro Phe Gly Asn His Leu Cys Lys Ile Ala Ser
35 40

<210> 285
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> AT2 GPCR TM2

<400> 285

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

1 5 10 15
Ala Thr Leu Pro Leu Trp Ala Thr Tyr Tyr Ser Tyr Arg Tyr Asp Trp
20 25 30
Leu Phe Gly Pro Val Met Cys Lys Val Phe Gly
35 40

<210> 286
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> BK1 GPCR TM2

<400> 286
Ala Glu Ile Tyr Leu Ala Asn Leu Ala Ala Ser Asp Leu Val Phe Val
1 5 10 15
Leu Gly Leu Pro Phe Trp Ala Glu Asn Ile Trp Asn Gln Phe Asn Trp
20 25 30
Pro Phe Gly Ala Leu Leu Cys Arg Val Ile Asn
35 40
<210> 287
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> BK2 GPCR TM2

<400> 287

Ala Glu Ile Tyr Leu Gly Asn Leu Ala Ala Ala Asp Leu Ile Leu Ala
1 5 10 15
Cys Gly Leu Pro Phe Trp Ala Ile Thr Ile Ser Asn Asn Phe Asp Trp
' 20 25 30
Leu Phe Gly Glu Thr Leu Cys Arg Val Val Asn
35 40

<210> 288
<211> 42
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> P2Y7 GPCR TM2

<400> 288

Thr Ala Leu Met Val Leu Asn Leu Ala Leu Ala Asp Leu Ala Val Leu
1 5 10 15
Leu Thr Ala Pro Phe Phe Leu His Phe Leu Ala Gln Gly Thr Trp Ser
20 25 30
Phe Gly Leu Ala Gly Cys Arg Leu Cys His
35 40

<210> 289

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> P2Y6 GPCR TM2

<400> 289

Ser Ala Val Tyr Thr Leu Asn Leu Ala Leu Ala Asp Leu Leu Tyr Ala

1 5 10 15
Cys Ser Leu Pro Leu Leu Ile Tyr Asn Tyr Ala Arg Gly Asp His Trp
20 25 30
Pro Phe Gly Asp Leu Ala Cys Arg Leu Val Arg
35 40

<210> 290
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P2Y5 GPCR TM2

<400> 290

Thr Thr Thr Tyr Met Leu Asn Leu Ala Ile Ser Asp Leu Leu Phe Val

1 5 10 15
Phe Thr Leu Pro Phe Arg Ile Tyr Tyr Phe Val Val Arg Asn Trp Pro
20 25 30
Phe Gly Asp Val Leu Cys Lys Ile Ser Val
35 40

<210> 291
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> P2Y4 GPCR TM2
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ES 2299 242 T3

<400> 291
Thr Ala Thr Tyr Met Phe His Leu Ala Leu Ser Asp Thr Leu Tyr Val
1 5 10 15
Val Ser Leu Pro Thr Leu Ile Tyr Tyr Tyr Ala Ala His Asn His Trp
20 25 30
Pro Phe Gly Thr Glu Ile Cys Lys Phe Val Arg
35 40
<210> 292
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> P2Y3chick GPCR TM2
<400> 292
Thr Thr Ile Tyr Met Leu Asn Leu Ala Met Ala Asp Leu Leu Tyr Val
1 5 10 15
Cys Ser Leu Pro Leu Leu Ile Tyr Asn Tyr Thr Gln Lys Asp Tyr Trp
20 25 30
Pro Phe Gly Asp Phe Thr Cys Lys Phe Val Arg
35 40
<210> 293
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> P2Y2 GPCR TM2
<400> 293
Ser Thr Thr Tyr Met Phe His Leu Ala Val Ser Asp Ala Leu Tyr Ala
1 5 10 15
Ala Ser Leu Pro Leu Leu Val Tyr Tyr Tyr Ala Arg Gly Asp His Trp
20 25 30
Pro Phe Ser Thr Val Leu Cys Lys Leu Val Arg
35 40
<210> 294
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> P2Y1 GPCR TM2
<400> 294
Ile Ser Val Tyr Met Phe Asn Leu Ala Leu Ala Asp Phe Leu Tyr Val
1 5 10 15
Leu Thr Leu Pro Ala Leu Ile Phe Tyr Tyr Phe Asn Lys Thr Asp Trp
20 25 30
Ile Phe Gly Asp Ala Met Cys Lys Leu Gln Arg
35 40
<210> 295

<211>43
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ES 2299 242 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> THRprec GPCR TM2

<400> 295

Ala Val Val Tyr Met Leu His Leu Ala Thr Ala Asp Val Leu Phe Val

1 5 10 15
Ser Val Leu Pro Phe Lys Ile Ser Tyr Tyr Phe Ser Gly Ser Asp Trp
20 25 30
Gln Phe Gly Ser Glu Leu Cys Arg Phe Val Thr
35 40

<210> 296
<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> C5a GPCR TM2

<400> 296

Asn Ala Ile Trp Phe Leu Asn Leu Ala Val Ala Asp Phe Leu Ser Cys

1 5 10 15

Leu Ala Leu Pro Ile Leu Phe Thr Ser Ile Val Gln His His Trp Pro
20 25 30

Phe Gly Gly Ala Ala Cys Ser Ile Leu Pro
35 40
<210> 297
<211> 39
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> GPOlmouse Y R334rat GPCR TM2

<400> 297

Met Phe Leu Leu Ile Gly Ser Leu Ala Leu Ala Asp Leu Leu Ala Gly

1 5 10 15
Leu Gly Leu Ile Ile Asn Phe Val Phe Ala Tyr Leu Leu Gln Ser Glu
20 25 30
Ala Thr Lys Leu Val Thr Ile
35

<210> 298
<211> 39
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> GP21mouse GPCR TM2
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<400> 298

Met Phe Leu
1
Leu Gly Leu

Glu Met Ser
35
<210> 299
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

ES 2299 242 T3

Leu Val Gly Ser Leu Ala Val Ala Asp Leu Leu Ala Gly
5 10 15

Val Leu His Phe Ala Ala Asp Phe Cys Ile Gly Ser Pro

20 25 30

Leu Met Leu Val

<223> GCRCmouse GPCR TM2

<400> 299

Thr Ser Leu
1
Leu Leu Asn

val Phe Gly
35

<210> 300
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> TXKR GPCR TM2

<400> 300

Thr Asn Ser
1
Ala Leu Asn

Tyr Phe Gly
35

<210> 301

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

Phe Ile Val Asn Leu Ala Val Ala Asp Ile Met Ile Thr

5 10 15
Thr Pro Phe Thr Leu Val Arg Phe Val Asn Ser Thr Trp
20 25 30
Lys Gly Met Cys His Val Ser Arg
40

Phe Leu Val Asn Leu Ala Phe Ala Asp Ala Ala Met Ala

5 10 15
Ala Leu Val Asn Phe Ile Tyr Ala Leu His Gly Glu Trp
20 25 30
Ala Asn Tyr Cys Arg Phe Gln Asn
40

<223> G10Drat GPCR TM2

<400> 301

Leu Asn Leu Tyr Ile Leu Asn Met Ala Val Ala Asp Leu Gly Ile Ile

1

5 10 15

Leu Ser Leu Pro Val Trp Met Leu Glu Val Met Leu Glu Tyr Thr Trp

20 25 30

Leu Trp Gly Ser Phe Ser Cys Arg Phe Ile His

35

40
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<210> 302

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> RDC1 GPCR TM2

<400> 302

His Cys Tyr Ile Leu Asn leu Ala Ile Ala Asp Leu Trp Val Val Leu

1 5 10 15
Thr Ile Pro Val Trp Val Val Ser Leu Val Gln His Asn Gln Trp Pro
20 25 30
Met Gly Glu Leu Thr Cys Lys Val Thr His
35 40

<210> 303
<211> 39
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> BLR1 GPCR TM2

<400> 303

Thr Phe Leu Phe His Leu Ala Val Ala Asp Leu Leu Leu Val Phe Ile

1 5 10 15
Leu Pro Phe Ala Val Ala Glu Gly Ser Val Gly Trp Val Leu Gly Thr
20 25 30
Phe Leu Cys Lys Thr Val Ile
35

<210> 304
<211> 36
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CLS5 y LCR1GPCR TM2

<400> 304

Leu His Leu Ser Val Ala Asp Leu Leu Phe Val Ile Thr Leu Pro Phe

1 5 10 15
Trp Ala Val Asp Ala Val Ala Asn Trp Tyr Phe Gly Asn Phe Leu Cys
20 25 30
Lys Ala Val His
35

<210> 305
<211> 37
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> EBI1 GPCR TM2
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ES 2299 242 T3

Leu Leu Asn Leu Ala Val Ala Asp Ile Leu Phe Leu Leu Thr Leu Pro

15

Phe Trp Ala Tyr Ser Ala Ala Lys Ser Trp Val Phe Gly Val His Phe

<400> 305
1 5
20
Cys Lys Leu Ile Phe
35
<210> 306
<211> 37
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> RBSIrat GPCR TM2

25

30

<400> 306
Leu Leu Asn Leu Ala Leu Ser Asp Leu Leu Phe Val Ala Thr Leu Pro
i S 15
Phe Trp Thr His Tyr Leu Ile Ser His Glu Gly Leu His Asn Ala Met
20 25 30
Cys Lys Leu Thr Thr
35
<210> 307
<211> 39
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> EBI2 GPCR TM2
<400> 307
Ser Thr Asn Leu Val Ile Ser Asp Ile Leu Phe Thr Thr Ala Leu Pro
1 5 10 15
Thr Arg Ile Ala Tyr Tyr Ala Met Gly Phe Asp Trp Arg Ile Gly Asp
20 25 30
Ala Leu Cys Arg Ile Thr Ala
35
<210> 308
<211> 38
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> GCRTchick GPCR TM2

Met Leu Asn Leu Ala Ile Ser Asp Leu Leu Phe Val Phe Thr Leu Pro

15

Phe Arg Ile Tyr Tyr Phe Val Val Arg Asn Trp Pro Phe Gly Asp Val

<400> 308
1 5
20
Leu Cys Lys Ile Ser Val
35
<210> 309
<211> 41

<212> PRT

25

89

30
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> APJ GPCR TM2
<400> 309

Ile Phe Ile Ala Ser Leu Ala Val Ala Asp Leu Thr Phe Val Val Thr

1 5 10 15

Leu Pro Leu Trp Ala Thr Tyr Thr Tyr Arg Asp Tyr Asp Trp Pro Phe

20 25 30
Gly Thr Phe Phe Cys Lys Leu Ser Ser
35 40

<210> 310
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> RTArat GPCR TM2

<400> 310

Phe Ser Ile Tyr Phe Leu His Leu Ala Ser Ala Asp Gly Ile Tyr Leu

1 5 10 15
Phe Ser Lys Ala Val Ile Ala Leu Leu Asn Met Gly Thr Phe Leu Gly
20 25 30
Ser Phe Pro Asp Tyr Val Arg Arg Val Ser Arg
35 40
<210> 311
<211> 44
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> UHRrat GPCR TM2
<400> 311
Thr Asn Phe Leu Ile Gly Asn Leu Ala Leu Ser Asp Val Leu Met Cys
1 5 10 15
Ala Ala Cys Val Pro Leu Thr Leu Ala Tyr Ala Phe Glu Pro Arg Gly
20 25 30

55

60

65

Trp Val Phe Gly Gly Gly Leu Cys His Leu Vval Phe

35 40
<210> 312
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> FMRL1 GPCR TM2
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ES 2299 242 T3

<400> 312

Asn Thr Ile Cys Tyr Leu Asn
1 5
Ala Ile Leu Pro Phe Arg Met
20
Pro Phe Ala Ser Phe Leu Cys
35

<210> 313

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> FMRL2 GPCR TM2

<400> 313

Thr Thr Ile Cys Tyr Leu Asn
1 5
Ala Thr Leu Pro Phe Leu Ile
20
Pro Phe Gly Trp Phe Leu Cys
35

<210> 314

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> fMLP GPCR TM2

<400> 314

Thr Thr Ile Ser Tyr Leu Asn
1 5
Ser Thr Leu Pro Phe Phe Met
20
Pro Phe Gly Trp Phe Leu Cys
35

<210> 315

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> OLF]catfish GPCR TM2

<400> 315

Lys Tyr Ile Thr Val Phe Asn
1 5
Ser Ala Leu Ile Pro Lys Leu
20
Val Ile Ser Tyr Glu Ala Cys
35

Leu Ala Leu Ala Asp Phe Ser Phe Ser

10 15
Val Ser Val Ala Met Arg Glu Lys Trp
25 30
Lys Leu Val His

40

Leu Ala Leu Ala Asp Phe Ser Phe Thr

10 15
Val Ser Met Ala Met Gly Glu Lys Trp
25 30
Lys Leu Ile His

40

Leu Ala Val Ala Asp Phe Cys Phe Thr

10 15
Val Arg Lys Ala Met Gly Gly His Trp
25 30
Lys Phe Leu Phe

40

Leu Ala Leu Ser Asp Leu Gly Gly Ser

10 15
Ile Asp Thr Phe Leu Phe Glu Asn Gln
25 30
Leu Ala Asn Met

40
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<210> 316

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLF3catfish GPCR TM2

<400> 316

Lys Tyr Ile Ala Val Phe Asn Leu Ala Leu Ser Asp Leu Cys Gly Ser

1 5 10 15
Ser Ala Leu Ile Pro Lys Leu Leu Asp Met Leu Leu Phe Glu Asn Gln
20 25 30
Ser Ile Ser Tyr Glu Ala Cys Leu Ser Asn Met
35 40

<210> 317
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLF8catfish GPCR TM2

<400> 317

Met Cys Ile Leu Ile Gly Leu Met Ala Val Val Asp Leu Ser Met Pro

1 5 10 15
Ile Phe Cys Val Pro Asn Met Leu Leu Ser Phe Leu Phe Asn Trp Lys
20 25 30
Gly Ile Ser Leu Val Gly Cys Leu Val Gln Met
35 40

<210> 318
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLF32Acatfish GPCR TM2

<400> 318

Lys Tyr Met Gly Ile Phe Asn Leu Ala Leu Ser Asp Phe Gly Glu Thr

1 5 10 15
Asn Val Leu Ile Pro Ser Leu Val Lys Thr Leu Phe Phe Asp Ser Gln
20 25 30
Tyr Ile Ser Tyr Asp Ala Cys Leu Ala Asn Met
35 40

<210> 319
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLF32Bcatfish y OLF32Dcatfish GPCR TM2
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<400> 319

Lys Tyr Met Gly Ile Phe Asn Leu

1 5

Asn Ala Leu Ile Pro Ser Leu Val

20

Tyr Ile Ser Tyr Asp Ala Cys Leu

35

<210> 320

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> OLF32Ccatfish GPCR TM2

<400> 320

Lys Tyr Met Gly Ile Phe Asn Leu
1 5
Asn Ala Leu JIle Pro Ser Leu Val

Tyr Ile Ser Tyr Asp Ala Cys Leu

20
35
<210> 321
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLF47catfish GPCR TM2

<400> 321

Lys Phe Leu Ala Val Phe Asn Leu

1

Ser Val Ile Ile Pro Gln Met Val

His Ile Ser Phe Glu Ser Cys Phe

20
35
<210> 322
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLF202catfish GPCR TM2

<400> 322

Met Tyr Tyr Ile Met Leu Asn Leu
1 S
Thr Thr Thr Leu Pro Lys Ile Ile

20

Ser Ile Ser Phe Val Gly Cys Phe

35

<210> 323
<211>43

ES 2299 242 T3

40

40

40

40

Ala

Lys
25
Ala

Ala
Lys

25
Thr

Ala
Pro

25
Ser

Ala

Ala

25
Ile

93

Leu Ser Asp Phe Gly Glu Thr

10 15

Thr Leu Phe Phe Asp Ser Gln
30

Asn Met

Leu Ser Asp Ile Gly Glu Thr

10 15

Thr Leu Phe Phe Asp Ser Gln
30

Asn Met

Val val Asp Ile Ser Ile Asn

10 15

Val Phe Val Phe Asn Leu Asn
30

Gln Met

Ala Ser Asp Val Leu Phe Ser

10 15

Arg Tyr Trp Phe Gly Asp Gly
30

Gln Met
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFCOR Ichicken, OLFCOR3chicken Y OLFCOR4chicken GPCR TM2

<400> 323

Met Tyr Ile Phe Leu Gln Asn Leu Ser Phe Thr Asp Ala Ala Tyr Ser

10 15

Thr Val Ile Thr Pro Lys Met Leu Ala Thr Phe Leu Glu Glu Arg Lys

40

25

30

1 S5
20
Thr Ile Ser Tyr Val Gly Cys Ile Leu Gln Tyr
35
<210> 324
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFCOR2chicken y OLFCORS5chicken GPCR TM2

<400> 324
Met Tyr Ile Phe Leu Gln Asn
1 5
Thr Val Ile Thr Pro Lys Met
20
Thr Ile Ser Tyr Val Gly Cys
35
<210> 325
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFCORG6chicken GPCR TM2

<400> 325

Met Tyr Ile Phe Leu Gln Asn
1 5
Thr Val Ile Thr Pro Lys Met
20
Thr Ile Ser Tyr Val Gly Cys
35

<210> 326

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFdog GPCR TM2

Leu Ser

Leu Ala

25

Ile Leu

40

Leu

Leu

Ile
40

94

Ser

Ala
25
Leu

Phe Thr Asp Ala Ala Tyr Ser

10 15

Thr Phe Leu Glu Glu Arg Arg
30

Gln Tyr

Phe Thr Asp Ala Val Tyr Ser

10 15

Thr Phe Leu Glu Glu Thr Lys
30

Gln Tyr
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<400> 326

Met Tyr Leu Phe Leu Ser Asn Leu Ser Phe Ser Asp Leu Cys Phe Ser

1 5 10 15

Ser Val Thr Met Pro Lys Leu Leu Gln Asn Met Gln Ser Gin Val Pro

20 25 30
Ser Ile Pro Tyr Ala Gly Cys Leu Thr Gln Met
35 40

<210> 327
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> OLFO7E GPCR TM2
<400> 327

Val Tyr Phe Phe Leu Ala Asn Leu Ser Phe Thr Asp Leu Phe Phe Val

1 ) 10 15
Thr Asn Thr Ile Pro Lys Met Leu Val Asn Leu Gln Ser His Asn Lys
20 25 30
Ala Ile Ser Tyr Ala Gly Cys Leu Thr Gln Leu
35 40

<210> 328
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OLF071 GPCR TM2

<400> 328

Met Tyr Leu Phe Leu Ser Asn Leu Ser Phe Ser Asp Leu Cys Phe Ser

1 5 10 15
Ser Val Thr Ile Pro Lys Leu Leu Gln Asn Met Gln Asn Gln Asp Pro
20 25 30
Ser Ile Pro Tyr Ala Asp Cys Leu Thr Gln Met
35 40

<210> 329
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLF07J GPCR TM2

<400> 329

Met Tyr Phe Phe Leu Ser Met Leu Ser Thr Ser Glu Thr Val Tyr Thr
1 5 10 15
Leu Val Ile Leu Pro Arg Met Leu Ser Ser Leu Val Gly Met Sexr Gln
20 25 30
Pro Met Ser Leu Ala Gly Cys Ala Thr Gln Met
35 40
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<210> 330

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> OLFOR3mouse GPCR TM2

<400> 330

Met Tyr Phe Phe Leu Ser Asn Leu Ser Ser Leu Asp Leu Ala Phe Thr
1 5 10 15
Thr Ser Ser Val Pro Gln Met Leu Lys Asn Leu Trp Gly Pro Asp Lys
20 25 30
Thr Ile Ser Tyr Gly Gly Cys Val Thr Gln Leu
35 40

<210> 331

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFrat GPCR TM2

<400> 331

Met Tyr Tyr Phe Leu Ser Ser Leu Ser Phe Val Asp Leu Cys Tyr Ser

1 5 10 15
Thr Val Ile Thr Pro Lys Met Leu Val Asn Phe Leu Gly Lys Lys Asn
20 25 30
Phe Ile Thr Tyr Ser Glu Cys Met Ala Gln Phe
35 40

<210> 332
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFF3rat GPCR TM2

<400> 332

Met Tyr Phe Phe Leu Ser Asn Leu Ser Phe Val Asp Ile Cys Phe Ile

1 5 10 15
Ser Thr Thr Val Pro Lys Met Leu Val Asn Ile Gln Thr Gln Asn Asn
20 25 30
Val Ile Thr Tyr Ala Gly Cys Ile Thr Gln Ile
35 40

<210> 333
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFF5rat GPCR TM2
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<400> 333
Met Tyr Phe Phe Leu Ser Asn
1 5
Ser Thr Thr Val Pro Lys Val
20
Ala Ile Ser Phe Ser Gly Cys
35
<210> 334
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFF6rat GPCR TM2

<400> 334

Met Tyr Phe Phe Leu Cys Asn

1 5
Thr Ala Cys Val Pro Lys Thr
20
Val Ile Ser Leu Ala Gly Cys
35

<210> 335
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OLFF12rat GPCR TM2

<400> 335

Met Tyr Phe Phe Leu Ala Asn

1 5
Ser Thr Thr Ile Pro Lys Met
20
Ser Ile Thr Tyr Glu Asp Cys
35

<210> 336
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OLFI3rat GPCR TM2

<400> 336

Met Tyr Leu Phe Leu Ser Asn
1 5
Ser Val Thr Met Pro Lys Leu
20
Ser Ile Pro Tyr Gly Gly Cys
35

Leu Ser Phe Val Asp Val Cys Phe Ser

10 15
Leu Ala Asn His Ile Leu Gly Ser Gln
25 30
Leu Thr Gln Leu

40

Leu Ser Phe Leu Glu Ile Trp Phe Thr

10 15
Leu Ala Thr Phe Ala Pro Arg Gly Gly
25 30
Ala Thr Gln Met

40

Leu Ser Phe Val Asp Ile Cys Phe Thr

10 15
Leu Val Asn Ile Tyr Thr Gln Ser Lys
25 30
Ile Ser Gln Met

40

Leu Ser Phe Ser Asp Leu Cys Phe Ser

i0 15
Leu Gln Asn Met Arg Ser Gln Asp Thr
25 30
Leu Ala Gln Thr

40
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ES 2299 242 T3

<210> 337

<211> 47

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFI7rat GPCR TM2

<400> 337

Met Tyr Phe Phe Leu Ala Asn Met Ser Phe Leu Glu Ile Trp Tyr Val
1 5 10 15
Thr Val Thr Ile Pro Lys Met Leu Ala Gly Phe Ile Gly Ser Lys Glu
20 25 30
Asn His Gly Gln Leu Ile Ser Phe Glu Ala Cys Met Thr Gln Leu
35 40 45

<210> 338

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFI8rat GPCR TM2

<400> 338

Met Tyr Leu Phe Leu Ser Asn Leu Ser Phe Ser Asp Leu Cys Phe Ser

1 5 10 15
Ser Val Thr Met Leu Lys Leu Leu Gln Asn Ile Gln Ser Gln Val Pro
20 25 30
Ser Ile Ser Tyr Ala Gly Cys Leu Thr Gln Ile
35 40

<210> 339
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OLFI9rat GPCR TM2

<400> 339

Met Tyr Leu Phe Leu Ser Asn Leu Ser Phe Ala Asp Leu Cys Phe Ser

1 5 10 15
Ser Val Thr Met Pro Lys Leu Leu Gln Asn Met Gln Ser Gln Val Pro
20 25 30
Ser Ile Pro Tyr Ala Gly Cys Leu Ala Gln Ile
35 40

<210> 340
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFI14rat GPCR TM2
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ES 2299 242 T3

<400> 340
Met Tyr Leu Phe Leu Ser Asn Leu Ser Phe Ser Asp Leu Cys Phe Ser
1 5 10 15
Ser Val Thr Met Pro Lys Leu Leu Gln Asn Met Gln Ser Gln Val Pro
20 25 30
Ser Ile Ser Tyr Thr Gly Cys Leu Thr Gln Leu
35 40
<210> 341
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFI15rat GPCR TM2

<400> 341

Met Tyr Leu Phe Leu Ser Asn Leu Ser Phe Ser Asp Leu Cys Phe Ser
1 5 10 15
Ser Val Thr Met Pro Lys Leu Leu Gln Asn Met Gln Ser Gln Val Pro
20 25 30

Ser 1Ile Pro Phe Ala Gly Cys Leu Thr Gln Leu

35 40
<210> 342
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> OLFOR17_40 GPCR TM2

<400> 342
Met Tyr Phe Phe Leu Gly Asn Leu Ser Val Leu Asp Val Gly Cys Ile
1 5 10 15
Ser Val Thr Val Pro Ser Met Leu Ser Arg Leu Leu Ser Arg Lys Arg
20 25 30
Ala Val Pro Cys Gly Ala Cys Leu Thr Gln Leu
35 40
<210> 343
<211>43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> GUST27rat GPCR TM2

<400> 343

Met Tyr Phe Phe Leu Ser Asn Leu Ser Phe Val Asp Ile Cys Phe Ile
1 5 10 15
Ser Thr Thr Ile Pro Lys Met Leu Val Asn Ile His Ser Gln Thr Lys
20 25 30
Asp Ile Ser Tyr Ile Glu Cys Leu Ser Gln Val
35 40
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ES 2299 242 T3

<210> 344

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> RPE GPCR TM2

<400> 344

Cys His Leu Leu Val Leu Ser Leu Ala Leu Ala Asp Ser Gly Ile Ser

1 5 10 15
Leu Asn Ala Leu Val Ala Ala Thr Ser Ser Leu Leu Arg Arg Trp Pro
20 25 30
Tyr Gly Ser Asp Gly Cys Gln Ala His Gly
35 40

<210> 345
<211>41
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> HHRF1 GPCR TM2

<400> 345

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

1 5 10 15
Cys Thr Leu Pro Leu Trp Met Gln Tyr Leu Leu Asp His Asn Ser Leu
20 25 30
Ala Ser Val Pro Cys Thr Leu Leu Thr
35 40

<210> 346
<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> HHRF2 GPCR TM2

<400> 346

Ser Asp Thr Tyr Ile Cys Asn Leu Ala Val Ala Asp Leu Leu Ile Val

1 5 10 15
Val Gly Leu Pro Phe Phe Leu Glu Tyr Ala Lys His His Pro Lys Leu
20 25 30
Ser Arg Glu Val Val Cys Ser Gly Leu Asn
35 40

<210> 347
<211> 41
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HHRF3 GPCR TM2
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ES 2299 242 T3

<400> 347
Pro Thr Ile Tyr Met Thr Asn Leu Tyr Ser Thr Asn Phe Leu Thr Leu
1 5 10 15
Thr Val Leu Pro Phe Ile Val Leu Ser Asn Gln Trp Leu Leu Pro Ala
20 25 30
Gly Val Ala Ser Cys Lys Phe Leu Ser
35 40
<210> 348
<211>41
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MCP-1A y MCP-1B GPCR TM2

<400> 348

Thr Asp Ile Tyr Leu Leu Asn Leu Ala Ile Ser Asp Leu Leu Phe Leu

1 5 10 15
Ile Thr Leu Pro Leu Trp Ala His Ser Ala Ala Asn Glu Trp Val Phe
20 25 30
Gly Asn Ala Met Cys Lys Leu Phe Thr
38 40

<210> 349
<211> 41
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PPR1bovine GPCR TM2

<400> 349

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

1 S 10 15
Phe Thr Leu Pro Phe Trp Ala Val Asn Ala Val His Gly Trp Val Leu
20 25 30
Gly Lys Ile Met Cys Lys Val Thr Ser
35 40

<210> 350
<211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> F-1-5 GPCR CXCR4
<221> MOD_RES

<222> (18)...(18)

<223> Xaa = valinamida

<400> 350

Asp Asp Ile Phe Leu Pro Thr Ile Tyr Ser Ile Ile Phe Leu Thr Gly
1 5 10 15
Ile Xaa
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ES 2299 242 T3

<210> 351

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> F-2-1 GPCR CXCR4

<400> 351

Leu Leu Phe Val Ile Thr Leu Pro Phe Trp Ala Val Asp Ala Val Ala

1 5 10 15
Asn Trp Tyr Phe Gly Asn
20
<210> 352
<211>23
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> F-3-1 GPCR CXCR4
<221> MOD_RES

<222> (23)...(23)

<223> Xaa = leucinamida

<400> 352

Lys Rla Val His Val Ile Tyr Thr Val Asn Leu Tyr Ser Ser Val Leu

1 ) 10 15

Ile Leu Ala Phe Ile Ser Xaa

20

<210> 353
<211>20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> F-4-1 GPCR CXCR4

<400> 353
Lys Val Tyr Val Gly Val Trp Ile Pro Ala Leu Leu Leu Thr Ile Pro
1 5 10 i5
Asp Phe Ile Phe
20
<210> 354
<211>21
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> F-5-1 GPCR CXCR4
<221> MOD_RES

<222> (21)...(21)

<223> Xaa = isoleucinamida
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ES 2299 242 T3

<400> 354
His Ile Met Val Gly Leu Ile Leu Pro Gly Ile Val Ile Leu Ser Cys
1 5 10 15
Tyr Cys Ile Ile Xaa
20
<210> 355
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> F-7-1 GPCR CXCR4
<221> MOD_RES

<222> (20)...(20)

<223> Xaa = lisinamida

<400> 355

Ala Leu Ala Phe Phe His Cys Cys Leu Asn Pro Ile Leu Tyr Ala Phe
1 5 i0 15
Leu Gly Ala Xaa
20

<210> 356
<211> 32
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> segundo dominio de transmembrana de CXCR4

<400> 356

His Leu Ser Val Ala Asp Leu Leu Phe Val Ile Thr Leu Pro Phe Trp
1 5 10 15

Ala Val Asp Ala Vval Ala Asn Trp Tyr Phe Gly Asn Phe Leu Cys Lys
20 25 30

<210> 357

<211>24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> F-2-8 GPCR CXCR4

<400> 357

Leu Leu Phe Val Ile Thr Leu Pro Phe Trp Ala Val Asp Ala Val Ala

1 5 10 15

Asn Trp Tyr Phe Gly Asn Lys Lys

20

<210> 358
<211>21
<212> PRT
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ES 2299 242 T3

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> F-2-4 GPCR CXCR4

<400> 358

Val Ile Thr Leu Pro Phe Trp Ala Val Asp Ala Val Ala Asn Trp Tyr

1 5 10 15

Phe Gly Asn Lys Lys

20

<210> 359
<211> 19
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> AcF-2-5 GPCR CXCR4
<221> MOD_RES

<222> (1) ... (1)

<223> Xaa = Leu acetilada

<400> 359

Xaa Leu Phe Val Ile Thr Leu Pro Phe Trp Ala Val Asp Ala Val Ala
1 5 10 15
Asn Asp Asp

<210> 360

<211>24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> F-2-6 GPCR CXCR4

<400> 360

Leu Ser Val Ala Asp Leu Leu Phe Val Ile Thr Leu Pro Phe Trp Ala
1 S 10 15

Val Asp Ala Val Ala Asn Asp Asp
20

<210> 361

<211>27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Rhod-AcF-2-2 GPCR CXCR4
<221> MOD_RES

<222> (1)...(1)

<223> Xaa = Leu acetilada

<221> MOD_RES

<222> (26)...(26)

<223> Xaa = rodamina unida a Lys
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<400> 361

Xaa Leu Leu Phe Val Ile Thr Leu Pro Phe Trp Ala Val Asp Ala Val

1 5 10 15
Ala Asn Trp Tyr Phe Gly Asn Asp Asp Xaa Asp
20 25

<210> 362
<211>28
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CCKAR-TM-4-2 (#71) GPCR CCKAR

<400> 362

Val Ile Ala Ala Thr Trp Cys Leu Ser Phe Thr Ile Met Thr Pro Tyr
10
Pro Ile Tyr Ser Asn Leu Val Pro Phe Thr Asp Asp

1 5

20

<210> 363

<211>24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CCKAR-TM-5-3 (#45) GPCR CCKAR

<400> 363

Asp Asp Gln Thr Phe Leu Leu leu Ile Leu Phe Leu Leu Pro Gly Ile

1 5

25

Val Met Val Val Ala Tyr Gly Leu

20
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