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ES 2271020 T3

DESCRIPCION

Uso del receptor acoplado a proteina G de tipo latrofilina en humanos en procedimientos de monitorizacion.
Campo técnico de la invencion

La invencion se refiere al drea de los receptores acoplados a proteina G. Mds particularmente, se refiere al area de
los receptores acoplados a proteina G de tipo latrofilina, en humanos, y su uso en la monitorizacién de fairmacos.

Antecedentes de la invencion
Receptores acoplados a proteina G

Muchos procesos médicos significativos son mediados por vias de transduccién de sefial que implican la presencia
de proteinas G (Lefkowitz, Nature 351, 353-354, 1991). La familia de los receptores acoplados a proteina G (GPCR)
incluye a los receptores de hormonas, neurotransmisores, factores de crecimiento, y virus. Ejemplos especificos de
GPCR incluyen receptores para agentes tan diversos como la dopamina, calcitonina, hormonas adrenérgicas, endo-
telina, AMPc, adenosina, acetilcolina, serotonina, histamina, trombina, quinina, hormona estimulante del foliculo,
opsinas, gen-1 de diferenciacion endotelial, rodopsinas, agentes del olor, citomegalovirus, proteinas G en si mismas,
proteinas efectoras como la fosfolipasa C, la adenil ciclasa, y la fosfodiesterasa, y proteinas actuantes como la protein
quinasa A y la protein quinasa C.

Los GPCR tienen siete dominios que atraviesan la membrana, y conectan al menos ocho bucles hidréfilos diver-
gentes. Se ha caracterizado a los GPCR (también conocidos como receptores 7TM) como que incluyen a estos siete
tramos hidréfobos conservados de entre 20 y 30 aminoécidos, que conectan al menos ocho bucles hidréfilos divergen-
tes. La mayoria de los GPCR tienen residuos sencillos de cisteina conservados en cada uno de los primeros dos bucles
extracelulares, que forman enlaces disulfuro, que se cree que estabilizan la estructura funcional de la proteina. Las
siete regiones transmembrana se designan como TM1, TM2, TM3, TM4, TMS5, TM6 y TM7. TM3 ha sido relacionada
con la transduccién de seifial.

La fosforilacién y la lipidacién (palmitilacién o farnesilacién) de los residuos de cisteina pueden influir en la
transduccién de sefial de algunos GPCR. La mayoria de los GPCR contienen sitios potenciales de fosforilacién, que
contienen el tercer bucle citopldsmico y/o los términos carboxi. Para muchos GPCR, como el receptor S-adrenérgi-
co, la fosforilacién por protein quinasa A y/o quinasas especificas del receptor median en la de-sensibilizacién del
receptor.

Para algunos receptores, se cree que los sitios de unién a ligando de los GPCR comprenden cuencas hidréfilas
formadas por varios dominios transmembrana de GPCR. Las cuencas hidréfilas estan rodeadas por residuos hidr6fobos
de los GPCR. Se asume que el lado hidréfilo de cada hélice transmembrana de GPCR se orienta hacia adentro y forma
un sitio polar de unién a ligando. TM3 ha sido relacionado en varios GPCR con la posesién de un sitio de unién a
ligando, como el residuo de aspartato TM3. Las serinas TMS5, una asparragina TM6, y fenilalaninas o tirosinas TM6 o
TM7, también estan relacionadas con la unién a ligandos.

Los GPCR estan acoplados dentro de la célula, mediante proteinas G heterotriméricas, a varias enzimas intracelu-
lares, canales de iones, y transportadores (ver Johnson et al., Endoc. Rev. 10, 317-331, 1989). En una célula, distintas
subunidades alfa de la proteina G estimulan a efectores particulares para modular varias funciones bioldgicas. La fos-
forilacién de residuos citoplasmaticos de GPCR es un mecanismo importante para la regulacién de algunos GPCR.
Por ejemplo, en una forma de transduccion de sefial, el efecto de la unién a hormona es la activacion dentro de la célula
de la enzima adenilato ciclasa. La activacién de enzima por hormonas depende de la presencia del nucleétido GTP. El
GTP también influye en la unién a hormonas. Un proteina G conecta el receptor hormonal a la adenilato ciclasa. La
proteina G intercambia GTP para enlazar GDP cuando se activa por un receptor hormonal. La forma transportadora
de GTP se une entonces a la adenilato ciclasa activada. La hidrélisis de GTP a GDP, catalizada por la proteina G en si
misma, devuelve a la proteina G a su forma inactiva, basal. Por lo tanto, la proteina G cumple una doble funcién, como
un intermediario que retransmite la sefial desde un receptor a un efector; y como un reloj que controla la duracién de
la sefial.

Durante los ultimos 15 afios, se han introducido exitosamente en el mercado cerca de 350 agentes terapéuticos
que se dirigen a los receptores GPCR. Esto indica que esos receptores tienen una historia conocida y probada como
dianas terapéuticas. Claramente, existe una necesidad actual de caracterizar e identificar mas GPCR que pueden jugar
un papel importante en la prevencién, mejoria, o correccién de disfunciones o enfermedades que incluyen, aunque
no quedan limitadas a, infecciones por bacterias, hongos, protozoos y virus; particularmente las causadas por virus
VIH, dolor, cénceres, anorexia, bulimia, asma, enfermedades de Parkinson, insuficiencia cardiaca aguda, hipotension,
hipertensién, retencién urinaria, osteoporosis, angina de pecho, infarto de miocardio, tlceras, alergias, hipertrofia
prostdtica benigna; y trastornos psicéticos y neuroldgicos, que incluyen ansiedad, esquizofrenia, depresiéon mania-
ca, delirio, demencia, varios retardos mentales, y disquinesias como la enfermedad de Huntington y el sindrome de
Tourett.
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Latrofilina (receptor de alfa-Latrotoxina)

La alfa-latrotoxina (ALX), una proteina contenida por el veneno de la arafia “viuda negra”, estimula una fuerte
liberacién de neurotransmisores, y la consiguientes degeneracion de los terminales nerviosos afectados. Este efecto es
mediado por un receptor acoplado a proteina G de unién a ALX llamado latrofilina (Ichtchenko et al., J. Biol. Chem.
274, 5491-98, 1999; Rahman et al., Philos. Trans. R. Soc. Lond. B Biol. Sci. 28, 39-86, 1999). Debido al dramatico
efecto de la ALX en la exocitosis, hay una necesidad en la materia de identificar miembros adicionales de la familia
del receptor latrofilina, cuya actividad pueda ser regulada para proporcionar efectos terapéuticos.

La secuencia EST identificada por el n® ALO3J715 [XP002198805] (DATABASE EM_EST (en linea), ID:
HSMO004151) se cloné a partir de testiculo adulto, y desvela la secuencia descrita por ID. SEC. NO: 1.

Resumen de la invencion

Es un objetivo de la invencion el proporcionar re-agentes y procedimientos para regular un receptor acoplado a
proteina G de tipo latrofilina (LT-GPCR) en humanos. Este y otros objetivos de la invencién son proporcionados por
uno o mds de las formas de realizacion descritas més abajo.

Se desvela un polipéptido LT-GPCR que comprende las secuencias de aminodcidos mostradas en ID. SEQ. NO: 2.

Una forma de realizacién de la invencidn, es un procedimiento para monitorizar agentes que disminuyen la acti-
vidad del LT-GPCR. Se pone en contacto con un polipéptido LT-GPCR, un compuesto de prueba que comprende la
secuencia de aminodcidos mostrada en ID. SEC. NO: 2.

Se detecta la union entre el compuesto de prueba y el polipéptido LT-GPCR. De este modo se identifica un com-
puesto de prueba que se une al polipéptido LT-GPCR, como un agente potencial para la disminucién de la actividad
del LT-GPCR.

Otra forma de realizacién de la invencién es un procedimiento para monitorizar agentes que disminuyen la acti-
vidad del LT-GPCR. Se pone en contacto un compuesto de prueba con un polinucleétido que codifica un polipéptido
LT-GPCR, donde el polinucleétido comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo constituido por:
la secuencia de nucleétidos mostrada en ID. SEC. NO: 1; o un polinucleétido cuya secuencia se desvia de la secuencia
definida por ID. SEC. NO: 1 debido a la degeneracién del cédigo genético.

Se detecta la unién del compuesto de prueba con el polinucledtido. Se identifica un compuesto de prueba que se
une al polinucledtido, como un agente potencial para la disminucién de la actividad del LT-GPCR. El agente puede
funcionar disminuyendo la cantidad del LT-GPCR al interactuar con el ARNm del LT-GPCR.

Otra forma de realizacién de la invencion es un procedimiento para monitorizar agentes que regulan la actividad
del LT-GPCR. Se pone en contacto un compuesto de prueba con un polipéptido LT-GPCR que comprende la secuencia
de aminoécidos mostrada en ID. SEC. NO: 2.

Se detecta una actividad LT-GPCR del polipéptido. De este modo se identifica como agente potencial para aumen-
tar la actividad del LT-GPCR, a un compuesto de prueba que aumenta la actividad LT-GPCR del polipéptido, en
relacién con la actividad LT-GPCR en ausencia del compuesto de prueba. De este modo se identifica como agente
potencial para disminuir la actividad del LT-GPCR, a un compuesto de prueba que disminuye la actividad LT-GPCR
del polipéptido, en relacion con la actividad LT-GPCR en ausencia del compuesto de prueba.

Incluso otra forma de realizacidn de la invencidn es un procedimiento para monitorizar agentes que disminuyen la
actividad del LT-GPCR. Se pone en contacto un compuesto de prueba con un producto LT-GPCR de un polinucleétido
que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo constituido por: la secuencia de nucleétidos
mostrada en ID. SEC. NO: 1; o un polinucleétido cuya secuencia se desvia de la secuencia definida por ID. SEC.
NO: 1 debido a la degeneracién del codigo genético.

Se detecta unién del compuesto de prueba con el producto LT-GPCR. De este modo se identifica como un agente
potencial para la disminucién de la actividad del LT-GPCR, a un compuesto de prueba que se une al producto LT-
GPCR.

Ademds, existe otra forma de realizacién de la invencién como procedimiento para reducir la actividad del LT-
GPCR. Se pone en contacto una célula con un reagente que se une especificamente a un polinucleétido que codifica
un polipéptido LT-GPCR, o un producto codificado por el polinucleétido, donde el polinucle6tido comprende una
secuencia de nucledtidos seleccionada de un grupo constituido por: la secuencia de nucleétidos mostrada en ID.
SEC. NO: 1; o un polinucleétido cuya secuencia se desvia de la secuencia definida por ID. SEC. NO: 1 debido a la
degeneracion del cédigo genético.

De este modo, se disminuye la actividad LT-GPCR en la célula.
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La invencidn proporciona asi un receptor acoplado a proteinas G de tipo latrofilina, en humanos, que puede utilizar-
se para identificar compuestos de prueba que pueden actuar como agonistas o antagonistas en el sitio del receptor. El
receptor acoplado a proteinas G de tipo latrofilina, en humanos, y los fragmentos del mismo, son titiles para provocar
anticuerpos especificos que pueden bloquear al receptor, y prevenir de manera eficaz la unién del ligando.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra la secuencia de ADN que codifica al polipéptido LT-GPCR.

La Fig. 2 muestra la secuencia de aminoacidos deducida a partir de la secuencia de ADN de la Fig. 1.
Descripcion detallada de la invencion

La invencién se refiere al uso, de un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido LT-GPCR, y se selecciona
de un grupo constituido por:

a) un polinucleétido que codifica un polipéptido LT-GPCR que comprende la secuencia de amino4cidos mos-
trada en ID. SEC. NO: 2;

b) un polinucledtido que comprende la secuencia ID. SEC. NO: 1;

¢) un polinucledtido cuya secuencia se desvia de las secuencias de polinucledtidos especificadas en (a) y (b),
debido a la degeneracién del cédigo genético.

Ademas, el presente solicitante ha desvelado que una proteina receptor acoplado a proteinas G de tipo latrofilina
(LT-GPCR), en particular la LT-GPCR humana, puede ser usada en procedimientos terapéuticos para tratar trastornos
que implican disfunciones neuronales o endocrinas resultantes de exocitosis aberrantes. La LT-GPCR humana también
puede utilizarse para monitorizar agonistas y antagonistas de la LT-GPCR.

Polipéptidos LT-GPCR

Los polipéptidos LT-GPCR segtin la invencién, comprenden una secuencia de aminodcidos mostrada en ID. SEC.
NO: 2, una porcién de una de esas secuencias, o una variante biolégicamente activa de la misma, tal como se define
debajo. Un polipéptido LT-GPCR de la invencién, puede ser por tanto una porcién de una proteina LT-GPCR, una
proteina LT-GPCR en toda su longitud, o una proteina de fusién que comprende todas o una porciéon de una proteina
LT-GPCR. Se muestra en ID. SEC. NO: 1 una secuencia que codifica para la secuencia de aminodcidos mostrada en
ID. SEC. NO: 2.

Variantes biologicamente activas

Las variantes de polipéptidos LT-GPCR que son biolégicamente activas, es decir, que mantienen la capacidad de
unirse a un ligando para producir un efecto biol6gico, como es la formacién de AMP ciclico, la movilizacién de calcio
intracelular, o el metabolismo fosfoinositido, son también polipéptidos LT-GPCR. El porcentaje de identidad entre
una variante de polipéptido LT-GPCR putativo y una secuencia de aminodcidos de ID. SEC. NO: 2, se determina
utilizando el programa de alineamiento Blast2.

Las variaciones en el porcentaje de identidad pueden deberse, por ejemplo, a las sustituciones, inserciones o su-
presiones de aminodcidos. Las sustituciones de aminodcidos se definen como reemplazos de aminoécidos, uno por
uno. Son conservativos en la naturaleza cuando el aminoécido sustituido tiene estructura y/o propiedades quimicas
similares. Ejemplos de reemplazos conservativos son la sustitucién de una leucina con una isoleucina o valina, un
aspartato con un glutamato, o una treonina con una serina.

Las inserciones o supresiones de aminodcidos son cambios sobre o en una secuencia de aminoacidos. Afectan
tipicamente a un intervalo de entre 1 y 5 aminoacidos. Utilizando programas bien conocidos en la materia, como el
software DNASTAR, puede encontrarse orientacidn para determinar qué residuos de aminoacidos pueden ser sustitui-
dos, insertados o suprimidos, sin que se elimine la actividad bioldgica o inmunolégica de una polipéptido LT-GPCR.
Puede determinarse sencillamente si un cambio en un aminoacido da lugar a un polipéptido LT-GPCR biol6gicamen-
te activo, mediante un estudio del enlace a un ligando, o realizando un estudio funcional, tal como se describe por
ejemplo, en los Ejemplos especificos descritos mas abajo.

Proteinas de fusion

Las proteinas de fusiéon pueden comprender al menos 5, 6, 8, 10, 25 o 50, o mas aminodcidos contiguos de una
secuencia de aminoédcidos mostrada en ID. SEC. NO: 2. Las proteinas de fusion son ttiles para generar anticuer-
pos contra las secuencias de aminodcidos del polipéptido LT-GPCR, y para usar en varios sistemas de ensayo. Por
ejemplo, las proteinas de fusién pueden ser usadas para identificar proteinas que interactian con porciones de un
polipéptidos LT-GPCR. Puede utilizarse para esto la cromatografia de afinidad de proteinas, o ensayos basados en
bibliotecas para estudiar las interacciones proteina-proteina, como son los sistemas de despliegue de fagos o de doble
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hibrido de levadura. Estos procedimientos son bien conocidos en el arte, y también pueden usarse para monitorizar
farmacos.

Una proteina de fusion con el polipéptido LT-GPCR comprende dos segmentos de polipéptido fusionados juntos
mediante un enlace peptidico. El primer segmento de polipéptido comprende al menos 5, 6, 8, 10, 25 0 50, 0 mas ami-
noécidos contiguos de ID. SEC. NO: 2, o de una variante biolégicamente activa, similar a las descritas anteriormente.
El primer segmento de polipéptido puede comprender también una proteina LT-GPCR en toda su longitud.

El segundo segmento de polipéptido puede ser una proteina en toda su longitud, o ser un fragmento de proteina.
Las proteinas usadas corrientemente en la construccién de proteinas de fusion incluyen S-galactosidasa, §-glucuroni-
dasa, proteina verde fluorescente (GFP), proteinas auto-fluorescentes, que incluyen la proteina azul fluorescente (BFP),
glutatién-S-transferasa (GST), luciferasa, peroxidasa de rabano (HRP), y cloramfenicol acetiltransferasa (CAT). Adi-
cionalmente, se usan epitopos etiqueta en las construcciones de proteinas de fusion, incluyendo etiquetas de histidina
(His), etiquetas FLAG, etiquetas de hemaglutinina de la gripe (HA), etiquetas Myc, etiquetas VSV-G, y etiquetas
tiorredoxina (Trx). Otras construcciones de fusién pueden incluir proteina de unién a maltosa (MBP), etiqueta-S, fu-
siones de dominio de unién a ADN (DBD), fusiones de dominio de unién a ADN de GAL4, y proteinas de fusién
BP16 de virus de herpes simple (HSV). También se puede someter a ingenierfa a una proteina de fusién para que
contenga un sitio de corte localizado entre la secuencia de codificacion del polipéptido LT-GPCR vy la secuencia de la
proteina heteréloga, de tal manera que el polipéptido LT-GPCR puede ser cortado y purificado a partir del segmento
heterélogo.

Una proteina de fusién puede ser sintetizada quimicamente, tal como se conoce en el arte. Preferiblemente, se
produce una proteina de fusién mediante el enlazado covalente de dos segmentos de polipéptido, o mediante proce-
dimientos estdndar en el arte de la biologia molecular. Pueden utilizarse procedimientos de ADN recombinante para
preparar proteinas de fusién, por ejemplo, para hacer una construccién de ADN que comprenda secuencias codifi-
cantes seleccionadas de ID. SEC. NO:1 en un marco de lectura apropiado, con nucleétidos codificantes del segundo
segmento de polipéptido, y que la construccién de ADN se exprese en una célula huésped, tal como se conoce en el
arte. Muchos kits para construir proteinas de fusion estdn disponibles en compaiiias como Promega Corporation (Ma-
dison, WI), Stratagene (La Jolla, CA), CLONTECH (Mountain Viwe, CA), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA), MBL International Corporation (MIC; Watertown, MA), y Quantum Biotechnologies (Montreal, Canada; 1-888-
DNA-KITS).

Identificacion de especies homologas

Las especies homologas de polipéptido LT-GPCR humano pueden obtenerse usando polinucleétidos de polipéptido
LT-GPCR (descritos mas abajo), para hacer sondas o cebadores apropiados para la monitorizacién de la expresioén de
bibliotecas de ADNc de otras especies, como el ratén, monos, o levaduras, identificando los ADNc que codifican para
los homélogos del polipéptido LT-GPCR, y expresando los ADNc, tal como se conoce en el arte.

Polinucleotidos LT-GPCR

Un polinucleétido LT-GPCR puede ser de cadena simple o de cadena doble, y comprende una secuencia codifi-
cante, o el complemento de una secuencia codificante para un polipéptido LT-GPCR. Se muestra en ID. SEC. NO: 1
una secuencia codificante para el polipéptido LT-GPCR humano mostrada en ID. SEC. NO: 2.

El porcentaje de la identidad de secuencia entre las secuencias de dos polinucleétidos se determina usando pro-
gramas informdticos como el ALIGN, que emplean el algoritmo FASTA, utilizando una bisqueda de espacio afin con
una penalizacién de espacio abierto de -12, y una penalizacién de extension de espacio de -2. También son polinu-
cleétidos LT-GPCR las moléculas de ADN complementario (ADNc), las especies homoélogas y las variantes de los
polinucleétidos LT-GPCR que codifican polipéptidos LT-GPCR biol6gicamente activos.

Identificacion de variantes y homologos de polinucleotidos LT-GPCR

Las variantes y homdlogos de los polinucléotidos LT-GPCR descritos arriba, también son polinucléotidos LT-
GPCR. Tipicamente, las secuencias de polinucleétido LT-GPCR homoélogo pueden identificarse mediante hibridacién
de polinucleétidos candidatos con polinucledtidos LT-GPCR conocidos, bajo condiciones estrictas, tal como se conoce
en el arte. Por ejemplo, utilizando las siguientes condiciones de lavado: SSC 2X (NaCl 0,3 M, citrato sédico 0,03 M,
pH 7.0), SDS 0,1%, temperatura ambiente, dos veces, 30 minutos cada vez; después SSC 2X, SDS 0,1%, 50°C una vez,
durante 30 minutos; después SSC 2X, temperatura ambiente, dos veces, 10 minutos cada vez; se pueden identificar
las secuencias homélogas que contengan como mucho entre el 25 y el 30% de errores en los pares de bases. Mds
preferiblemente, que las cadenas de 4cido nucleico homdlogas contengan entre el 15 y el 25% de errores en pares de
bases, incluso mds preferiblemente entre el 5 y el 15% de errores en pares de bases.

Las especies homodlogas de los polinucleétidos LT-GPCR desvelados en este documento, pueden ser también
identificadas haciendo sondas o cebadores apropiados, y monitorizando las bibliotecas de expresién de ADNc de otras
especies, como son ratones, monos, o levaduras. Las variantes humanas de los polinucleétidos LT-GPCR pueden
identificarse, por ejemplo, monitorizando bibliotecas de expresion de ADNc humano. Es bien sabido que la T,, de
un ADN de cadena doble, disminuye de 1 a 1,5°C con cada disminucién del 1% en la homologia (Bonner et al., J.
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Mol. Biol. 81, 123 (1973)). Las variantes de los polinucleétidos LT-GPCR humanos, o de los polinucleétidos LT-
GPCR de otras especies, pueden identificarse ademds hibridando un polinucleétido LT-GPCR homdlogo putativo,
con un polinucledtido que tiene una secuencia de nucleétidos de ID. SEC. NO: 1, o el complemento del mismo,
para formar un hibrido de prueba. La temperatura de fusién del hibrido de prueba se compara con la temperatura de
fusién de un hibrido que comprende polinucleétidos LT-GPCR que tienen secuencias de nucledtidos perfectamente
complementarias, y se calcula el nimero o tanto por ciento de errores de pares de base en el hibrido de prueba.

Las secuencias de nucle6tidos que hibridan con los polinucleétidos LT-GPCR, o con sus complementos que siguen
condiciones estrictas de hibridacién y/o lavado, son también polinucleétidos LT-GPCR. Las condiciones estrictas de
lavado son bien conocidas y entendidas en el arte, y se desvelan, por ejemplo, en Sambrook et al., MOLECULAR
CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2d ed., 1989, at pages 9,50-9,51.

Tipicamente se deberia escoger una combinacién de temperatura y concentracion salina como condiciones estrictas
de hibridacién, y deberfan estar aproximadamente entre 12 y 20°C bajo la T,, calculada del hibrido bajo estudio. La T,,
de un hibrido entre un polinucleétido LT-GPCR que tenga una secuencia de nucleétidos mostrada en ID. SEC. NO: 1, o
el complemento de la misma, y una secuencia de polinucleétidos que sea idéntica, en al menos un 50%, preferiblemente
sobre el 75, 90, 96 0 98%, a aquellas secuencias de nucleétidos, puede calcularse, por ejemplo, utilizando la ecuacién
de Bolton y McCarthy, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 48, 1390 (1962):

T,= 81,5°C - 16,6:(Iogs[Na*]) + 0,41-(%G + C) - 0,63:(% formamida) - 600/), donde ! = la longitud del hibrido en
pares de bases.

Las condiciones estrictas de lavado incluyen, por ejemplo, SSC 4X a 65°C, o formamida 50%, SSC 4X a 42°C, o
SSC 0,5X, SDS 0,1% a 65°C. Las condiciones de lavado altamente estrictas incluyen, por ejemplo, SSC 0,2X a 65°C.

Preparacion de polinucledtidos LT-GPCR

Un polinucleétido LT-GPCR que apareciera naturalmente, puede ser aislado de manera libre a partir de otros
componentes celulares como son los componentes de membrana, proteinas y lipidos. Los polinucleétidos pueden
hacerse a partir de una célula, y se aislan usando técnicas de purificacién de 4cidos nucleicos estdndar, o se pueden
sintetizar utilizando técnicas de amplificacién, como es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), o usando un
sintetizador automadtico. Los procedimientos para aislar polinucledtidos son rutina, y se conocen en el arte. Cualquier
técnica para obtener un polinucledtido puede usarse para obtener polinucleétidos LT-GPCR aislados. Por ejemplo, las
enzimas de restriccion y las sondas pueden usarse para aislar fragmentos de polinucleétido que comprenden secuencias
de nucleétidos LT-GPCR. Los polinucledtidos aislados estdn en preparaciones libres de otras moléculas, o al menos
libres en un 70, 80 0 90%.

Las moléculas de ADNc de LT-GPCR pueden crearse con técnicas de biologia molecular estandar, usando ARNm
de LT-GPCR como plantilla. Las moléculas de ADNc de LT-GPCR pueden ser replicadas, a partir de entonces,
utilizando técnicas de biologia molecular conocidas en el arte y desveladas en manuales como el Sambrook et al.
(1989). Una técnica de amplificacion, como la PCR, puede utilizarse para obtener copias adicionales de polinucleétidos
de la invencién, utilizando como plantilla tanto ADN genémico humano como ADNCc.

Alternativamente, pueden utilizarse las técnicas quimicas sintéticas para sintetizar polinucleétidos LT-GPCR. La
degeneracion del cédigo genético permite que se sinteticen secuencias de nucledtidos alternas que codificardn un
polipéptido LT-GPCR que tenga, por ejemplo, una secuencia de aminodcidos mostrada en SEC. ID. NO: 2, o una
variante biolégicamente activa de mismo.

Extendiendo polinucledtidos LT-GPCR

La secuencia de nucleétidos mostrada en ID. SEC. NO: 1, o su complemento, puede utilizarse para identificar el
gen correspondiente en toda su longitud, del cual se derivé. Por ejemplo, secuencias de nucledtidos contiguas seleccio-
nadas del complemento de ID. SEC. NO: 1 pueden traducirse o etiquetarse en su final, con **P usando polinucleétido
quinasa, utilizando procedimientos de etiquetado conocidos por los expertos en la materia (BASIC METHODS IN
MOLECULAR BIOLOGY, Davis et al., eds., Elsevier Press, N.Y., 1986). Por ejemplo, puede monitorizarse directa-
mente una biblioteca lambda preparada a partir de tejido humano, con las secuencias etiquetadas que interesan, o se
puede convertir la biblioteca en masa a pBluescript (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, Calif. 92037) para facilitar
la monitorizacién de colonias bacterianas (ver Sambrook et al., 1989, pg. 1.20).

Ambos procedimientos son bien conocidos en el arte. Brevemente, se desnaturalizan los filtros con colonias bac-
terianas que contienen la biblioteca en pBluescript, o los céspedes bacterianos que contienen placas lambda, y se fija
el ADN a los filtros. Se hibridan los filtros con la sonda etiquetada, usando las condiciones de hibridacion descritas
por Davis et al., 1986. Las secuencias parciales, clonadas en lambda o en pBluescript, pueden usarse como controles
positivos para valorar los enlaces en el fondo, y para ajustar la hibridacién y los rigores necesarios para asegurar la
identificacién de los clones. Los auto-radiogramas resultantes se comparan para duplicar las placas de colonias; cada
punto expuesto se corresponde con una colonia positiva o placa. Las colonias o placas se seleccionan y se expanden,
y se aisla el ADN a partir de las colonias, para realizar un andlisis y secuenciado posteriores.
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Se analizan los clones positivos de ADNc para determinar la cantidad de secuencia adicional que contienen, uti-
lizando PCR con un cebador a partir de la secuencia parcial, y el otro cebador a partir del vector. Los clones con un
producto PCR insertado en el vector, mayor que la secuencia parcial original, se analizan mediante digestion por res-
triccién y secuenciado del ADN, para determinar si contienen un inserto del mismo tamano, o similar, que el tamafio
del ARNm determinado a partir del andlisis de transferencia Northern.

Una vez que se identifican uno o més de los clones con ADNc solapante, se puede determinar la secuencia completa
de los clones, por ejemplo después de la digestién con exonucleasa III (McCombie et al., Methods 3, 33-40, 1991). Se
genera una serie de clones de supresion, cada uno de los cuales se secuencia. Las secuencias solapantes resultantes se
ensamblan en una Unica secuencia contigua de alta redundancia (normalmente de tres a cinco secuencias solapantes
en cada posicion de nucleétido), dando lugar a una secuencia final altamente segura.

Pueden usarse varios métodos basados en PCR para extender las secuencias de 4cido nucleico codificantes de
las porciones descubiertas de LT-GPCR humana, para detectar las secuencias con direccién hacia arriba, tales como
promotores y elementos reguladores. Por ejemplo, los sitios de restriccién de PCR usan cebadores universales para
salvar una secuencia desconocida adyacente a un locus conocido (Sarkar, PCR Methods Applic. 2, 318-322, 1993).
El ADN genémico se amplifica primero en presencia de un cebador para una secuencia conectora, y de un cebador
especifico para la regién conocida. Las secuencias amplificadas se someten después a una segunda ronda de PCR con
el mismo cebador conector y otro cebador especifico interno para el primero. Los productos de cada ronda de PCR se
transcriben con una ARN polimerasa apropiada, y se secuencian usando transcriptasa inversa.

También se puede usar la PCR inversa para amplificar o extender secuencias, usando cebadores divergentes basa-
dos en una regién conocida (Triglia ef al., Nucleic Acids Res. 16, 8186, 1988). Los cebadores pueden disefiarse usando
software disponible comercialmente, como el software OLIGO 4.06 Primer Analysis (National Biosciences Inc., Ply-
mouth, Minn.), para tener de 22 a 30 nucleétidos de longitud, para tener un contenido de GC del 50% o mas, y para
templar la secuencia diana a temperaturas de entre 68 y 72°C. El procedimiento usa varias enzimas de restriccion para
generar un fragmento apropiado en la regién conocida de un gen. Después se hace al fragmento tomar forma circular
mediante ligamiento intramolecular, y se usa como una plantilla para PCR.

Otro procedimiento que puede ser usado es la captura PCR, que implica la amplificacién mediante PCR de frag-
mentos de ADN adyacentes a una secuencia conocida en ADN de cromosoma artificial de humano y de levadura
(Lagerstrom et al., PCR Methods Applic. 1, 111-119, 1991). En este procedimiento, las digestiones de enzima de
restriccion miiltiple, y los ligamientos, pueden utilizarse también para situar una secuencia de cadena doble creada
mediante ingenierfa, en un fragmento desconocido de la molécula de ADN, antes de realizar la PCR.

Otro procedimiento que puede usarse para salvar secuencias desconocidas, es el de Parker et al., Nucleic Acids Res.
19, 3055-3060, 1991. Adicionalmente, se pueden usar PCR, cebadores anidados, y bibliotecas PROMOTERFINDER
(CLONTECH, Palo Alto, Calif.), para desarrollar AND genémico (CLONTECH, Palo Alto, Calif.) Este proceso evita
la necesidad de monitorizar bibliotecas, y es ttil para encontrar uniones intron/exén.

Cuando se monitoriza ADNCc en toda su longitud, es preferible usar bibliotecas que hayan sido seleccionadas por
su tamaifio, para incluir ADNc mayores. Son preferibles las bibliotecas cebadas aleatoriamente, ya que contendrdn
mds secuencias que contengan loas regiones 5’ de los genes. El uso de una biblioteca cebada aleatoriamente puede
ser especialmente preferible para situaciones en las que una biblioteca oligo d(T) no produzca un ADNc en toda su
longitud. Las bibliotecas gendmicas pueden ser ttiles para la extension de la secuencia en las regiones reguladoras no
transcritas 5.

Para analizar el tamafio o confirmar la secuencia de nucledtidos del PCR, o de los productos del secuenciado,
pueden usarse los sistemas de electroforesis capilar disponibles comercialmente. Por ejemplo, el secuenciado capilar
puede emplear polimeros con capacidad de fluir, para la separacion electroforética; cuatro tintes fluorescentes distintos
(uno para cada nucledtido) que son activados por laser; y la deteccidn de las longitudes de onda emitidas, mediante
una cdmara con dispositivo de carga acoplada. La intensidad de la sefial luminica puede convertirse en sefial eléctrica
usando un software apropiado (p.e. GENOTYPER y Sequence NAVIGATOR, Perkin Elmer), y todo el proceso, desde
la carga de muestras hasta el andlisis con el ordenador, y el despliegue de datos, puede controlarse mediante ordenador.
La electroforesis capilar es preferible especialmente para el secuenciado de pequefias piezas de ADN que podrian estar
presentes en cantidades limitadas en una muestra particular.

Obtencion de polipéptidos LT-GPCR

Los polipéptidos LT-GPCR pueden obtenerse, por ejemplo, mediante purificacién a partir de células humanas,
mediante la expresion de polinucle6tidos LT-GPCR, o mediante sintesis quimica directa.

Purificacion de la proteina

Los polipéptidos LT-GPCR pueden purificarse a partir de cualquier célula humana que exprese el receptor, in-
cluyendo células huésped que hayan sido transfectadas con polinucledtidos LT-GPCR. Los testiculos de adulto es
una fuente ttil de polipéptidos LT-GPCR. Un polipéptido LT-GPCR se separa de otros compuestos que normalmen-
te se asocian al polipéptidos LT-GPCR en la célula, como son ciertas proteinas, carbohidratos, o lipidos, utilizando
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procedimientos bien conocidos en el arte. Estos procedimientos incluyen, aunque no quedan limitados a, la cromato-
grafia de exclusion por tamafio, el fraccionamiento con sulfato de amonio, la cromatografia de intercambio i6nico, la
cromatografia de afinidad, y la electroforesis en gel preparativo.

El polipéptido LT-GPCR puede ser aislado convenientemente como un complejo con su proteina G asociada, tal
como se describe en los ejemplos especificos, mds abajo. Una preparacion de polipéptidos LT-GPCR purificados es
pura en al menos un 80%; preferiblemente, las preparaciones son puras en un 90%, 95% o 99%. La pureza de las
preparaciones puede medirse mediante cualquier método conocido en el arte, como es la electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida.

Expresion de polinucledtidos LT-GPCR

Para expresar un polipéptido LT-GPCR, puede insertarse un polinucleétido LT-GPCR en una vector de expresion
que contenga los elementos necesarios para la transcripcién y traduccién de la secuencia codificante insertada. Pueden
usarse procedimientos que son bien conocidos por los expertos en la materia, para construir vectores de expresion que
contengan secuencias codificantes de polipéptidos LT-GPCR, elementos adecuados de control de la transcripcién y
de la traduccioén. Estos procedimientos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas, y recom-
binacién genética in vivo. Estas técnicas se describen, por ejemplo, en Sambrook et al., (1989), y en Ausubel et al.,
CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, New York, N.Y., 1989.

Pueden usarse distintos sistemas de expresion vector/huésped para contener y expresar secuencias codificantes del
polipéptido LT-GPCR. Estos incluyen, aunque no quedan limitados a, microorganismos, como bacterias transformadas
con bacteri6fagos recombinantes, plasmidos, o vectores de expresion de ADN césmido; levaduras transformadas con
vectores de expresion de levadura, sistemas de células de insecto infectadas con vectores de expresion viricos (p.e.
baculovirus), sistemas de células vegetales transformadas con vectores de expresion viricos (p.e. el virus del mosaico
del coliflor, CaMV; el virus del mosaico del tabaco, TMV) o con vectores de expresion bacteriana (p.e., plasmidos Ti
o0 pBR322), o sistemas de células animales.

Los elementos de control, o secuencias reguladoras, son aquellas regiones sin traducir de los vectores -regiones
potenciadoras, promotoras, 5’ y 3’, sin traducir- que interactdan con proteinas de la célula huésped, para llevar a cabo
la transcripcidn y la traduccién. Estos elementos pueden variar en su fuerza y especificidad. Dependiendo del sistema
del vector y del huésped utilizado, puede utilizarse cualquier cantidad de elementos apropiados de transcripcion y
traduccion, incluyendo promotores constitutivos e inducibles. Por ejemplo, cuando se clona en sistemas bacterianos,
pueden usarse promotores inducibles como el promotor hibrido lacZ del fagémido BLUESCRIPT (Stratagene, LaJolla,
Calif.), o el plasmido pSPORT1 (Life Technologies), y similares. En células de insectos puede usarse el promotor de
la poliedrina de baculovirus. Pueden clonarse en el vector los promotores o potenciadores derivados de los genomas
de células vegetales (p.e., genes del choque térmico, RUBISCO y proteina de almacenamiento), o de virus vegetales
(p-e., secuencias lider o de promotores virales). En sistemas de células de mamifero, son preferibles los promotores de
genes de mamifero, o de virus de mamifero. Si es necesario generar una linea celular que contenga copias multiples
de una secuencia de nucledtidos codificantes de un polipéptido LT-GPCR, pueden usarse vectores basados en SV40 o
EBY, con un marcador seleccionable indicado.

Sistemas de expresion bacterianos y de levaduras

En sistemas bacterianos, pueden seleccionarse distintos vectores de expresion, dependiendo del uso intencionado
para el polipéptido LT-GPCR. Por ejemplo, cuando se necesita una gran cantidad de un polipéptido LT-GPCR para
la induccién de anticuerpos, se pueden usar vectores con un alto nivel de expresion directa de proteinas de fusion,
que son facilmente purificadas. Estos vectores incluyen, aunque no quedan limitados a, vectores multifuncionales
de expresion y clonacién de E. coli, como es el BLUESCRIPT (Stratagene). En un vector BLUESCRIPT, se puede
ligar una secuencia codificante del polipéptido LT-GPCR, dentro del vector, en un marco con secuencias para la
Met amino-terminal, y los consiguientes 7 residuos de B-galactosidasa, de tal manera que se produce una proteina
hibrida. También pueden usarse los vectores pIN (Van Heeke & Shcuster, J. Biol. Chem. 264, 5503-5509, 1989) o
pGEX (Promega, Madison, Wis.), para expresar polipéptidos fordneos como proteinas de fusién, con glutatién S-
transferasa (GST). En general, estas proteinas de fusién son solubles, y pueden ser purificadas sencillamente a partir
de células lisadas, mediante la adsorcién a gotas de glutatién-agarosa, seguido de elucién en presencia de glutatién
libre. Las proteinas creadas en estos sistemas, pueden ser disefiadas para incluir sitios de corte por heparina, trombina,
o proteasa del factor Xa, de tal modo que el polipéptido clonado que nos interesa puede ser liberado a voluntad a partir
del segmento GST.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, pueden usarse distintos vectores que contienen promotores constitutivos
o inducibles, tales como el factor alfa, la alcohol oxidasa, y el PGH. Para revisiones, ver Ausubel et al., (1989) y Grant
et al., Methods Enzymol. 153, 516-544, 1987.
Sistemas de expresion en plantas e insectos

Si se usan vectores de expresion en plantas, la expresion de secuencias codificantes de polipéptidos LT-GPCR
puede ser dirigida por distintos promotores. Por ejemplo, pueden usarse promotores virales como son los promotores
35S y 19S del CaMV, solos o en combinacién con la secuencia omega lider del TMV (Takamatsu, EMBO J. 6, 307-
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311, 1987). Alternativamente, pueden usarse promotores vegetales como son la pequefia subunidad de promotores de
RUBISCO o de choque térmico (Coruzzi et al., EMBO J. 3, 1671-1680, 1984; Broglie et al., Science 224, 838-843,
1984; Winter et al., Results Probl. Cell Differ. 17, 85-105, 1991). Estas construcciones pueden ser introducidas en
células vegetales mediante transformacion directa del ADN, o mediante transfeccién mediada por patégenos. Estas
técnicas se describen en distintas revisiones generalmente disponibles (p.e., Hobbs o Murray, en MCGRAW HILL
YEARBOOK OF SCIENCE AND TECHNOLOGY, McGraw Hill, New York, N.Y., pp. 191-196, 1992).

También puede usarse un sistema de insecto para expresar un polipéptido LT-GPCR. Por ejemplo, en un sistema
semejante se usa el virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como un vector para expre-
sar genes foraneos en células de Spodoptera frugiperda o en larva de Trichoplusia. Las secuencias codificantes de
polipéptidos LT-GPCR pueden clonarse en una regién no-esencial del virus, tal como es el gen de la poliedrina, y
pueden situarse bajo control del promotor de la poliedrina. La insercién exitosa de polipéptidos de LT-GPCR ayudara
a inactivar el gen de la poliedrina, y producirdn virus recombinantes a los que les faltard la proteina de cobertura. Los
virus recombinantes pueden usarse entonces para infectar células de S. frugiperda o larva de Trichoplusia, en las que
pueden expresarse los polipéptidos LT-GPCR (Engellhard et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 91, 3224-3227, 1994).

Sistemas de expresion en mamiferos

Pueden usarse distintos sistemas de expresion basados en virus, para expresar polipéptidos LT-GPCR en células
huésped de mamifero. Por ejemplo, si se usa un adenovirus como vector de expresion, las secuencias codificantes
de polipéptidos LT-GPCR pueden ser ligadas dentro de un complejo de transcripcién/traduccion del adenovirus, que
comprende el promotor tardio y la secuencia lider tripartita. La insercion en una regién E1 o E3 no-esencial del genoma
viral, puede usarse para obtener un virus viable que sea capaz de expresar un polipéptido LT-GPCR en células huésped
infectadas (Logan & Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. 81, 3655-3659, 1984). Si se desea, se pueden usar potenciadores
de la transcripcidn, como es el virus del sarcoma de Rous (RSV), para aumentar la expresién en células huésped de
mamiferos.

También pueden usarse los cromosomas humanos artificiales (HAC), para llevar grandes fragmentos de ADN
que pueden ser contenidos y expresados en un pldsmido. Se construyen HAC de 6M a 10M, y se liberan en células
mediante métodos convencionales de liberacién (p.e. liposomas, polimeros amino policatidnicos, o vesiculas).

También pueden usarse sefiales de iniciacion especificas, para alcanzar una traduccién més eficaz de las secuencias
codificantes de los polipéptidos LT-GPCR. Estas sefiales incluyen al codén de iniciacién ATG y secuencias adyacen-
tes. En casos en los que las secuencias codificantes del polipéptido LT-GPCR, su codén de iniciacién, y las secuencias
con direccién hacia arriba, se inserten en el vector de expresion adecuado, pueden no necesitarse sefiales adicionales
de control de la transcripcion y de la traduccion. Sin embargo, en casos en los que solamente se inserte la secuencia
codificantes, o un fragmento de la misma, deberian proporcionarse sefiales exdgenas de control de la traduccién (in-
cluyendo el coddn de iniciacién ATG). El codén de iniciacién deberia encontrarse en el marco de lectura correcto,
para asegurar la traduccién de todo el inserto. Los elementos de traduccién exdgenos, y los codones de iniciacion,
pueden tener distintos origenes, tanto natural como sintético. La eficacia de la expresién puede mejorarse mediante la
inclusién de potenciadores que sean apropiados para el sistema celular particular que se use (ver Scharf et al., Results
Probl. Cell Differ. 20, 125-162, 1994).

Células huésped

Una cepa de células huésped puede elegirse por su habilidad para modular la expresién de las secuencias inser-
tadas, o para procesar el polipéptido LT-GPCR expresado del modo deseado. Estas modificaciones del polipéptido
incluyen, aunque no estdn limitadas a, acetilacion, carboxilacién, glicosilacién, fosforilacién, lipidacién y acilacién.
También puede usarse procesamiento post-traduccional, que corte una forma “prepro” del polipéptido, para facilitar
la insercién, plegamiento y/o funcién correctos. Estdn disponibles distintas células huésped que tienen maquinaria
celular especifica, y mecanismos caracteristicos para las actividades post-traduccionales (p.e. CHO, HeLa, MDCK,
HEK?293 y WI38), a partir de la American Type Culture Collection (ATCC; 10801 University Boulevard, Manassas,
VA 20110-2209), y pueden escogerse para asegurar la modificacién y procesamiento correctos de la proteina foranea.

Se prefiere la expresion estable para la produccion a largo plazo, y con alto rendimiento, de proteinas recombinan-
tes. Por ejemplo, las lineas celulares que expresan polipéptidos LT-GPCR de manera estable, pueden ser transformadas
usando vectores de expresion que pueden contener origenes virales de replicacién y/o elementos de expresiéon endége-
nos, y un gen marcador seleccionable en el mismo o en otro vector. Tras la introduccién del vector, se deja crecer a las
células durante 1 o 2 dias en un medio enriquecido, antes de que sean trasladadas a un medio selectivo. El propésito del
marcador seleccionable, es conferir resistencia a la seleccidn, y su presencia permite el crecimiento y la recuperacién
de las células que expresan exitosamente las secuencias LT-GPCR introducidas. Los clones resistentes de las células
transformadas establemente, pueden ser proliferados usando técnicas de cultivo tisular apropiadas para el tipo celular.
Ver, por ejemplo, ANIMAL CELL CULTURE, R.I. Freshney, ed., 1986.

Pueden usarse muchos sistemas de seleccion para recuperar lineas celulares transformadas.

Estos incluyen, aunque no quedan limitados a, los genes de la timidin quinasa del virus del herpes simple (Wigler
etal., Cell 11,223-32, 1977), y de la adenin-fosforibosiltransferasa (Lowy et al., Cell 22, 817-23, 1980), que pueden
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emplearse en células tk~ o aprt™, respectivamente. También pueden usarse como base para la seleccion, la resistencia
a antimetabolitos, antibiéticos, o herbicidas. Por ejemplo, dhfr confiere resistencia al metotrexato (Wigler et al., Proc.
Natl. Acad. Scio. 77, 3567-70, 1980), npt confiere resistencia a los aminoglucésidos, neomicina y G-418 (Colbere-
Garapin et al., J. Mol. Biol. 150, 1-14, 1981), y als y pat confieren resistencia al clorsulfurén y a la fosfinotricin ace-
tiltransferasa, respectivamente (Murray, 1992, supra). Se han descrito genes seleccionables adicionales. Por ejemplo,
trpB permite a las células utilizar indol en lugar de tript6fano, o hisD, que permite a las células usar histinol en lugar de
histidina (Hartman & Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci. 85, 8047-51, 1988). Pueden usarse marcadores visibles como
son las antocianinas, la 8-glucuronidasa y su sustrato GUS, y la luciferasa y su sustrato luciferina, para identificar
transformantes, y para cuantificar la cantidad de expresién de proteina transitoria o estable atribuible a una sistema
vector especifico (Rhodes et al., Methods Mol. Biol. 55, 121-131, 1995).

Deteccion de la expresion de polipéptidos LT-GPCR

Aunque la presencia de la expresién de un gen marcador sugiere que al polinucle6tido LT-GPCR también esta
presente, su presencia y expresion han de ser confirmados. Por ejemplo, si una secuencia codificante de un polipéptido
LT-GPCR se inserta con una secuencia de un gen marcador, las células transformadas que contienen las secuencias
que codifican un polipéptido LT-GPCR pueden ser identificadas por la ausencia de funcién del gen marcador. Alterna-
tivamente, puede situarse un gen marcador en tindem con una secuencia codificante de un polipéptido LT-GPCR, bajo
el control de un promotor tnico. La expresion del gen marcador en respuesta a la induccién o seleccién, normalmente
indica la expresion del polinucleétido LT-GPCR.

Alternativamente, las células huésped que contienen un polinucleétido LT-GPCR y que expresan un polipéptido
LT-GPCR, pueden identificarse mediante distintos procedimientos conocidos por los expertos en la materia. Estos
procedimientos incluyen, aunque no estdn limitados a, hibridaciones ADN-ADN o ADN-ARN, y técnicas de bio-
ensayo o inmuno-ensayo de proteinas, que incluyen tecnologias de membrana, de solucién o basadas en chip, para
la deteccion y/o cuantificacién de 4cido nucleico o proteina. Por ejemplo, la presencia de una secuencia de polinu-
cleétido codificante de un polipéptido LT-GPCR, puede detectarse mediante hibridacion ADN-ADN o ADN-ARN,
o por amplificacion, usando sondas o fragmentos de polinucledtidos codificantes de un polipéptido LT-GPCR. Los
ensayos basados en amplificacién de dcido nucleico implican el uso de oligonucledtidos seleccionados de secuencias
codificantes de un polipéptido LT-GPCR, para detectar transformantes que contengan un polinucleétido LT-GPCR.

Se conocen en el arte distintos protocolos para detectar y medir la expresién de un polipéptido LT-GPCR, usando
anticuerpos especificos para el polipéptido, tanto monoclonales como policlonales. Los ejemplos incluyen enzima-in-
munoensayo (ELISA), radio-inmunoensayo (RIA), y separacion de células activadas por fluorescencia (FACS). Puede
utilizarse un inmunoensayo basado en anticuerpos monoclonales, sobre dos sitios, usando anticuerpos monoclonales
reactivos a dos epitopos que no interfieren, sobre un polipéptido LT-GPCR; o se puede emplear un ensayo de enlace
competitivo. Estos y otros ensayos son descritos en Hampton ef al., SEROLOGICAL MEHTODS: A LABORATORY
MANUAL, APS Press, St. Paul, Minn., 1990; y en Maddox et al. J. Exp. Med. 158, 1211-1216, 1983.

Los expertos en la materia conocen una amplia variedad de etiquetas y técnicas de conjugacion, que pueden usarse
en distintos ensayos de 4cidos nucleicos y aminodcidos. Los medios para producir hibridacién etiquetada o sondas
PCR para detectar secuencias relacionadas con polinucleétidos codificantes de polipéptidos LT-GPCR, incluyen el
oligomarcado, el desplazamiento de mella, el etiquetado del final, o la amplificacién PCR utilizando un nucleétido
etiquetado. Alternativamente, se pueden clonar las secuencias codificantes de un polipéptido LT-GPCR en un vec-
tor, para producir una sonda ARNm. Estos vectores son conocidos en el arte, estdn disponibles comercialmente, y
pueden usarse para sintetizar sondas de ARN in vitro mediante la adicién de nucledtidos etiquetados, y de una ARN
polimerasa adecuada, como es la T7, T3 o la SP6. Estos procedimientos pueden llevarse a cabo usando varios kits dis-
ponibles comercialmente (Amersham Pharmacia Biotech, Promega, and US Biochemical). Las moléculas o etiquetas
de reporte apropiadas que pueden usarse para la deteccidn, incluyen radionucleidos, enzimas, y agentes fluorescentes,
quimioluminiscentes, o cromogénicos, ademads de sustratos, cofactores, inhibidores, particulas magnéticas y similares.

Expresion y purificacion de polipéptidos LT-GPCR

Las células huésped transformadas con secuencias de nucleétidos codificantes de un polipéptido LT-GPCR, pueden
ser cultivadas bajo condiciones indicadas para la expresién y recuperacién del polipéptido del cultivo celular. El
polipéptido producido por una célula transformada puede ser secretado o contenido intracelularmente, dependiendo
de la secuencia y/o del vector utilizado. Tal como comprenderan los expertos en la materia, los vectores de expresién
que contienen polinucledtidos que codifican polipéptidos LT-GPCR, pueden ser disefiados para contener secuencias
sefial que dirijan la secrecién de polipéptidos LT-GPCR solubles, a través de una membrana celular procariota o
eucariota, o que dirijan la insercién en la membrana de un polipéptido LT-GPCR de unién a membrana.

Tal como se discuti6 arriba, pueden usarse otras construcciones para unir una secuencia codificante de un polipép-
tido LT-GPCR a una secuencia codificante de un dominio de polipéptido que facilitara la purificacion de las proteinas
solubles. Estos dominios que facilitan la purificacién incluyen, aunque no quedan limitados a, péptidos quelantes de
metales, como son los mddulos de histidina-triptéfano que permiten la purificacién sobre metales inmovilizados; do-
minios de proteina A, que permiten la purificacién sobre inmunoglobulina inmovilizada; y el dominio utilizado en el
sistema de purificacién por extension/afinidad, FLAGS (Immunex Corp., Seattle, Wash.). También se puede usar para
facilitar la purificacidn, la inclusién de secuencias ligadoras cortables, como son aquellas especificas para el Factor Xa
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o la enteroquinasa (Invitrogen, San Diego, CA), entre el dominio de purificacion y el polipéptido LT-GPCR. Un vector
de expresién semejante, proporciona un sitio de corte para la enteroquinasa o la tiorredoxina, para la expresién de una
proteina de fusién que contiene un polipéptido LT-GPCR y 6 residuos de histidina precedentes. Los residuos de his-
tidina facilitan la purificacién mediante IMAC (cromatografia de afinidad i6n-metal inmovilizado, tal como describe
Porath et al., Prot. Exp. Purif. 3, 263-281, 1992), mientras que el sitio de rotura por enteroquinasa proporciona una
manera de purificar el polipéptido LT-GPCR a partir de la proteina de fusién. Los vectores que contienen proteinas de
fusién se desvelaron en Kroll et al., DAN Cell Biol. 12, 441-453, 1993.

Sintesis quimica

Las secuencias codificantes de un polipéptido LT-GPCR pueden ser sintetizadas, totalmente o en parte, utilizando
procedimientos quimicos bien conocidos en el arte (ver Caruthers et al., Nucl. Acids Res. Symp. Ser. 215-223, 1980;
Horn et al. Nucl. Acids Res. Symp. Ser. 225-232, 1980). Alternativamente, puede producirse un polipéptido LT-GPCR
en si mismo, utilizando procedimientos quimicos para sintetizar su secuencia de aminodcidos, asi como mediante sin-
tesis directa de péptidos, usando técnicas de fase sdlida (Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85, 2149-2154, 1963; Roberge
et al., Science 269, 202-204, 1995). La sintesis de proteinas puede ser realizada usando técnicas manuales, o mediante
automatizacién. La sintesis automatizada puede lograrse, por ejemplo, usando Applied Biosystems 413* Peptide Synt-
hesizer (Perkin Elmer). Opcionalmente, pueden sintetizarse de manera separada los fragmentos de polipéptidos LT-
GPCR, y combinarse usando procedimientos quimicos para producir una molécula en toda su extension.

Los péptidos sintetizados recientemente pueden ser sustancialmente purificados mediante cromatografia liquida
preparativa de alta eficacia (p.e. Greighton, PROTEINS: STRUCTURES AND MOLECULAR PRINCIPLES, WH
Freeman and Co., New York, N.Y., 1983). La composicién de un polipéptido LT-GPCR sintético puede ser confirmada
mediante andlisis o secuenciado de aminodcidos (p.e. el procedimiento Edman de degradacion; ver Creighton, supra).
Adicionalmente, puede alterarse cualquier porcién de la secuencia de aminodacidos del polipéptido LT-GPCR, durante
la sintesis directa y/o el uso combinado de procedimientos quimicos con secuencias de otras proteinas para producir
un polipéptido variante, o una proteina de fusién.

Produccion de polipéptidos LT-GPCR alterados

Tal como comprenderan los expertos en la materia, puede ser ventajoso el producir secuencias de nucleétidos
codificantes del polipéptido LT-GPCR, que tengan codones que no aparecen naturalmente. Por ejemplo, pueden se-
leccionarse codones preferidos por un huésped procariota o eucariota en particular, para aumentar la tasa de expresion
de proteina, o para producir ARN transcrito que tenga propiedades deseables, como es una semivida mayor que la de
un transcrito generado a partir de una secuencia que aparece de manera natural.

Las secuencias de nucleétidos desveladas en este documento, pueden ser sometidas a ingenieria utilizando proce-
dimientos, generalmente conocidos en el arte, para alterar las secuencias codificantes del polipéptido LT-GPCR por
distintas razones, que incluyen, aunque no estin limitadas a, alteraciones que modifican la clonacién, procesamiento,
y/o expresién del polipéptido o del producto de ARNm. La transposicién de ADN por fragmentacion aleatoria y la
reunion de los fragmentos de genes, y de oligonucleétidos sintéticos, mediante PCR, pueden usarse para manipular
las secuencias de nucledtidos. Por ejemplo, la mutagénesis dirigida a un sitio puede usarse para insertar nuevos sitios
de restriccion, alterar los patrones de glicosilacion, cambiar la preferencia de codén, producir variantes de empalme,
introducir mutaciones, etc.

Anticuerpos

Cualquier tipo de anticuerpo conocido en el arte puede ser generado para unirse especificamente a un epitopo de
un polipéptido LT-GPCR. “Anticuerpo”, tal como se usa en este documento, incluye moléculas intactas de inmuno-
globulina, ademads de fragmentos de las mismas, como Fab, F(ab’),, y Fv, que son capaces de unirse a un epitopo de
un polipéptido LT-GPCR. Tipicamente, se requieren al menos 6, 8, 10 o 12 aminoacidos contiguos para formar un
epitopo. Sin embargo, los epitopos que implican aminodcidos no contiguos, pueden requerir mds, p.e. al menos 15, 25
0 50 aminodcidos.

Un anticuerpo que se une especificamente a un epitopo de un polipéptido LT-GPCR, puede ser utilizado terapéuti-
camente, ademds de en ensayos inmuno quimicos, como las transferencias Western, los ELISA, los radio-inmunoen-
sayos, ensayos inmuno-istoquimicos, inmuno-precipitaciones, u otros ensayos inmuno-quimicos conocidos en el arte.
Se pueden usar varios inmunoensayos para identificar anticuerpos que tienen la especificidad deseada. Se conocen
bien en el arte numerosos protocolos para la unién competitiva, o para los ensayos inmuno-radiométricos. Estos inmu-
noensayos implican tipicamente la medicién de la formacién de complejos entre un inmunogen y un anticuerpo que
se une especificamente al inmunogen.

Tipicamente, un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido LT-GPCR, proporciona una sefial de
deteccion al menos 5, 10 o 20 veces mds alta que una sefial de deteccién proporcionada por otras proteinas que
se usan en un ensayo inmuno-quimico. Preferiblemente, los anticuerpos que se unen especificamente a polipéptidos
LT-GPCR, no detectan otras proteinas en ensayos inmuno-quimicos, y pueden inmuno-precipitar un polipéptido LT-
GPCR a partir de una solucién.
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Los polipéptidos LT-GPCR pueden utilizarse para inmunizar a un mamifero, como un ratén, rata, conejo, cerdo
de guinea, mono o humano, para producir anticuerpos policlonales. Si se desea, se puede conjugar un polipéptido LT-
GPCR a una proteina transportadora, como es la albimina de suero bovina, la tiroglobulina, y la hemocianina de lapa.
Dependiendo de las especies huésped, se pueden usar varios adyuvantes para aumentar la respuesta inmunoldgica.
Estos adyuvantes incluyen, aunque no quedan limitados a, adyuvante de Freund, geles minerales (p.e. hidréxido de
aluminio), y sustancias activas de superficie (p.e. lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones
oleosas, hemocianina de lapa y dinitrofenol). Entre los adyuvantes usados en humanos, son especialmente ttiles el
BCG (bacilli Calmette-Guerin) y la Corynebacterium parvum.

Los anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a un polipéptido LT-GPCR, pueden prepararse usando
cualquier técnica que proporcione la producciéon de moléculas de anticuerpo mediante lineas celulares continuas en
un cultivo. Estas técnicas incluyen, aunque no quedan limitadas a, la técnica de hibridoma, la técnica de hibridoma
de célula B en humano, y la técnica de hibridoma EBV (Kohler et al., Nature 256, 495-497, 1985; Kozbor et al., J.
Immunol. Methods 81, 31-42, 1985; Cote et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 80, 2026-2030, 1983; Cole et al., Mol. Cel Biol.
62, 109-120, 1984).

Ademds, se pueden usar las técnicas desarrolladas para la produccidn de “anticuerpos quiméricos”, el empalme de
genes de anticuerpo de ratén sobre genes de anticuerpo humano para obtener una molécula con especificidad antigénica
y actividad bioldgica apropiadas (Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 81, 6851-6855, 1984; Neuberger et al., Nature
312, 604-608, 1984; Takeda et al., Nature 314, 452-454, 1985). Los anticuerpos monoclonales, y otros anticuerpos,
también pueden ser “humanizados” para prevenir que un paciente desarrolle una respuesta inmune contra el anticuerpo
cuando este se usa terapéuticamente. Estos anticuerpos pueden ser suficientemente similares en la secuencia a los
anticuerpos humanos, como para ser utilizados directamente en la terapia, o pueden requerir la alteraciéon de unos
pocos residuos claves. Las diferencias entre las secuencias de anticuerpos de roedor y las secuencias de humano pueden
ser minimizadas mediante el reemplazo de residuos que difieren de los que hay en secuencias humanas, mediante
mutagénesis dirigida a un sitio, de los residuos individuales, o mediante el rallado de todas las regiones determinantes
de la complementariedad. Alternativamente, los anticuerpos humanizados pueden producirse usando procedimientos
recombinantes, tal como se describe en el documento GB2188638B. Los anticuerpos que se unen especificamente a
un polipéptido LT-GPCR pueden contener sitios de unién a antigeno que estén parcial o totalmente humanizados, tal
como se desveld en el documento U.S. 5,565,332.

Alternativamente, pueden adaptarse técnicas descritas para la produccion de anticuerpos de cadena sencilla, usando
procedimientos conocidos en el arte, para producir anticuerpos de cadena tinica que se unan especificamente a poli-
péptidos LT-GPCR. Los anticuerpos con especificidad relacionada, pero de distinta composicion idiotipica, pueden
ser generados por transposicion de cadena a partir de bibliotecas de inmunoglobulina combinatorias al azar (Burton,
Proc. Natl. Acad. Sci. 88, 11120-23, 1991).

Los anticuerpos de cadena tinica también pueden construirse usando un procedimiento de amplificaciéon de ADN,
como es el PCR, usando hibridoma de ADNc como plantilla (Thirion et al., 1996, Eur. J. Cancer. Prev. 5, 507-11). Los
anticuerpos de cadena tinica pueden ser mono- o biespecificos, y pueden ser bivalentes o tetravalentes. La construccién
de anticuerpos de cadena tUnica tetravalentes, biespecificos, se ensefa, por ejemplo, en Coloma & Morrison, 1997,
Nat. Biotechnol. 15, 159-63. La construccién de anticuerpos de cadena tnica bivalentes, biespecificos, se ensefia en
Mallender & Voss, 1994, J. Biol. Chem. 269, 199-206.

Una secuencia de nucleétidos codificante de un anticuerpo de cadena sencilla, puede ser construida mediante sinte-
sis de nucle6tidos manual o automatizada, puede ser clonada en una construccién de expresion usando procedimientos
estdndar de ADN recombinante, y puede ser introducida en una célula para expresar la secuencia codificante, tal como
se describe abajo. Alternativamente, los anticuerpos de cadena tinica pueden ser producidos directamente usando, por
ejemplo, tecnologia de fago filamentoso (Verhaar et al., 1995, Int. J. Cancer 61, 497-501; Nicholls et al., 1993, J.
Immunol. Meth. 165, 81-91).

Los anticuerpos que se unen especificamente a polipéptidos LT-GPCR también pueden ser producidos por induc-
cién in vivo de la produccién en la poblacién de linfocitos, o mediante la monitorizacién de bibliotecas de inmunoglo-
bulina, o de paneles de reagentes de unién altamente especifica, tal como se desvela en la bibliografia (Orlandi et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. 86, 3833-3837, 1989; Winter et al., Nature 349, 293-299, 1991).

Otros tipos de anticuerpos pueden ser construidos y usados terapéuticamente en procedimientos de la invencion.
Por ejemplo, pueden construirse anticuerpos quiméricos tal como se desvela en el documento WO 93/03151. También
se pueden preparar proteinas de unién que se derivan de inmunoglobulinas, y que son multivalentes y multiespecificas,
como son los “diabodies” descritos en el documento WO 94/13804.

Los anticuerpos segiin la invencidn, pueden ser purificados mediante procedimientos bien conocidos en el arte.
Por ejemplo, los anticuerpos pueden ser purificados por afinidad, al pasarlos por una columna a la que estd unido un
polipéptido LT-GPCR. Los anticuerpos unidos pueden ser después eluidos de la columna usando un tampén con una
alta concentracion salina.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2271020 T3

Oligonucledtidos de sentido contrario

Los oligonucleédtidos de sentido contrario son secuencias de nucleétidos que son complementarias a la secuencia
de ADN o ARN especifica. Una vez que se introducen en la célula, los nucleétidos complementarios se combinan
con las secuencias naturales producidas por la célula, para formar complejos y bloquear tanto la transcripcion como la
traduccion. Preferiblemente, un oligonucleétido de sentido contrario tiene al menos 11 nucleétidos de longitud, pero
puede ser de al menos 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50, o mds, nucleétidos de longitud. Las secuencias mds largas
también pueden usarse. Las moléculas de oligonucledtidos de sentido contrario pueden ser proporcionadas en una
construccién de ADN, pueden ser introducidas en una célula tal como se describi6 antes, para disminuir el nivel de
productos del gen LT-GPCR en la célula.

Los oligonucleétidos de sentido contrario pueden ser desoxirribonucledtidos, ribonucleétidos, o una combinacién
de ambos. Los oligonucledtidos pueden ser sintetizados manualmente o mediante un sintetizador automatizado, me-
diante la unidn covalente del final 5° de un nucledétido, con el final 3’ de otro nucleétido, con uniones no-fosfodiéster
entre nucledtidos, como son los alquilfosfonatos, fésforotioatos, fésforoditioatos, alquilfosfonotioatos, alquilfosfona-
tos, fosforamidatos, fosfato ésteres, carbamatos, acetamidato, carboximetil ésteres, carbonatos y fosfato triésteres. Ver
Brown, Meth. Mol. Biol. 20, 1-8, 1994; Sonveaux, Meth. Mol. Biol. 26, 1-72, 1994; Uhlmann et al., Chem Rev. 90,
543-583, 1990.

Las modificaciones de la expresion del gen LT-GPCR pueden obtenerse mediante el disefio de oligonucledtidos
de sentido contrario que formaran formas dobles para el control, 5°, o las regiones reguladoras del gen LT-GPCR.
Se prefieren los oligonucledtidos derivados del sitio de iniciacién de la transcripcion, p.e. entre las posiciones -10 y
+10 a partir del sitio de inicio. Similarmente, se puede alcanzar la inhibicién usando metodologia de pares de bases
de triple hélice. El emparejamiento de triple hélice es ttil porque provoca la inhibicién de la capacidad de la doble
hélice de abrirse lo suficiente como para unirse a las polimerasas, factores de transcripcién, o chaperonas. Los avances
terapéuticos usando triples hélices de ADN han sido descritos en la bibliografia (p.e. Gee et al., en Huber & Carr,
MOLECULAR AND INMUNOLOGIC APPROACHES, Futura Publishing, Co., Mt. Kisco, N.Y., 1994). También
puede disefiarse un oligonucleétido de sentido contrario para bloquear la traducciéon de ARNm, al prevenir la unién
del transcrito a los ribosomas.

No se requiere una complementariedad precisa para la formacién exitosa de complejos entre un oligonucleétido
de sentido contrario y la secuencia complementaria de un polinucleétido LT-GPCR. Los oligonucleétidos de sentido
contrario que comprenden, por ejemplo 2, 3, 4 o 5, o mas tramos de nucledtidos contiguos que son precisamente
complementarios a un polinucleétido LT-GPCR, cada uno separado por un tramo de nucledtidos contiguos que no
son complementarios a los nucleétidos LT-GPCR adyacentes, pueden proporcionar suficiente especificidad al apuntar
hacia el ARNm de LT-GPCR. Preferiblemente, cada tramo de nucleétidos contiguos complementarios es de al menos
4,5, 6,7 u 8 o mas nucledtidos de longitud. Las secuencias no complementarias que intervienen, son preferiblemente
de 1, 2, 3 0 4 nucleétidos de longitud. Alguien experto en la materia puede facilmente usar el punto de fusién calculado
de un par sentido normal-sentido contrario, para determinar el grado de error en pares de bases que serd tolerado entre
un oligonucledtido de sentido contrario en particular, y una secuencia de polinucleétido LT-GPCR en particular.

Los oligonucleétidos de sentido contrario pueden ser modificados sin afectar su capacidad de hibridar con un
polinucleétido LT-GPCR. Estas modificaciones pueden ser internas o en uno, o ambos finales de la molécula de
sentido contrario. Por ejemplo, las uniones de fosfato internucleésido pueden ser modificadas afiadiendo segmentos
de colesteril o diamina, con distintas cantidades de residuos de carbono entre los grupos amino y la ribosa terminal.
También se pueden emplear en un oligonucleétido de sentido contrario modificado, las bases modificadas y/o los
azucares, como la arabinosa en lugar de la ribosa, o un oligonucleétido sustituido en 3°, 5°, en el que el grupo hidroxilo
3’, oel grupo fosfato 5°, son sustituidos. Estos oligonucleétidos modificados pueden ser preparados por procedimientos
bien conocidos en el arte. Ver, p.e., Agrawal et al., Trends Biotechnol. 10, 152-158, 1992; Uhlmann et al., Chem. Rev.
90, 543-584, 1990 ; Uhlmann et al., Tetrahedron. Lett. 215, 3539-3542, 1987.

Ribozimas

Las ribozimas son moléculas de ARN con actividad catalitica. Ver, p.e., Cech, Science 236, 1532-1539, 1987;
Cech, Ann. Rev. Biochem. 59, 543-568, 1990; Cech, Curr. Opin. Struct. Biol. 2, 605-609, 1992; Couture & Stinch-
comb, Trends Genet. 12, 510-515, 1996. Las ribozimas pueden usarse para inhibir la funcién del gen, al cortar una
secuencia de ARN, tal como se conoce en el arte (p.e. Haseloff et al., U.S. Patent 5,641,673). El mecanismo de la
accion de la ribozima implica una hibridacién de secuencia especifica de la molécula de ribozima con un ARN com-
plementario diana, seguido de un corte endonucleolitico. Los ejemplos incluyen moléculas de ribozima “cabeza de
martillo” manipuladas, que pueden catalizar especifica y eficazmente el corte endonucleolitico de secuencias especifi-
cas de nucleétidos.

La secuencia codificante de un polinucleétido LT-GPCR, como es la secuencia de nucleétidos mostrada en ID.
SEC. NO: 1, puede ser utilizada para generar ribozimas que se unirdn especificamente con ARNm transcrito a partir
del polinucleétido LT-GPCR. Los métodos de disefio y construccion de ribozimas que pueden cortar otras moléculas
de ARN en trans, de una manera altamente especifica, han sido desarrollados y descritos en el arte (ver Haseloff er
al., Nature 334, 585-591, 1988). Por ejemplo, la actividad de corte de las ribozimas puede ser dirigida hacia RNAs
especificos mediante la manipulacién de una regién discreta de hibridacion en la ribozima. La regién de hibridacién
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contiene una secuencia complementaria al ARN diana, y por tanto hibrida especificamente con la diana (ver, p.e.,
Gerlach et al., EP 321,201).

Los sitios especificos de corte por ribozima en un ARN de LT-GPCR diana, pueden identificarse mediante una
monitorizacién de la molécula diana, para buscar sitios de corte por la ribozima que incluyan las siguientes secuen-
cias: GUA, GUU, y GUC. Una vez identificadas, las secuencias cortas de ARN de entre 15 y 20 ribonucleétidos
correspondientes a la regién del ARN diana que contiene el sitio de corte, pueden ser evaluadas para encontrar carac-
teristicas estructurales secundarias que puedan volver inoperable a la diana. También puede evaluarse la idoneidad de
los ARN LT-GPCR diana mediante la evaluacién de la accesibilidad a la hibridacién con oligonucleétidos comple-
mentarios, usando ensayos de proteccion de ribonucleasa. La secuencia de nucleétidos mostrada en ID. SEC. NO: 1
y su complemento, proporcionan una fuente de secuencias de regiones apropiadas para la hibridacion. Las secuencias
complementarias mds largas pueden usarse para aumentar la afinidad de la secuencia de hibridacién por la diana. Las
regiones de hibridacién y de corte de la ribozima pueden estar integralmente relacionadas, de tal modo que al hibridar
con el ARN diana en las regiones complementarias, la regién catalitica de la ribozima puede cortar la diana.

Las ribozimas pueden ser introducidas en las células como parte de una construccién de ADN. Pueden usarse
métodos mecdnicos, como la microinyeccion, la transfeccion mediada por liposomas, la electroporacion, o la precipi-
tacion de fosfato célcico, para introducir una construcciéon de ADN que contenga ribozima en las células en las que se
desea disminuir la expresién de LT-GPCR. Alternativamente, si se desea que las células retengan de manera estable
la construccién de ADN, la construccién puede ser suministrada en un pldsmido, y mantenida como un elemento se-
parado, o integrado en el genoma de las células, tal como se conoce en el arte. Una construcciéon de ADN codificante
para ribozima, puede incluir elementos reguladores de la transcripcién, como es un elemento promotor, un potenciador
o un elemento UAS; y una sefial terminadora de la transcripcion, para controlar la transcripcion de ribozimas en las
células.

Tal como se ensefia en Haseloff ez. al., U.S. Patent 5,641,673, las ribozimas pueden ser manipuladas para que la
expresion de la ribozima ocurra como respuesta a factores que inducen la expresion de un gen diana. Las ribozimas
también pueden ser manipuladas para proporcionar un grado adicional de regulacién, de tal modo que la destruccién
de ARNm solamente suceda cuando se induzca en las células tanto una ribozima como un gen diana.

Meétodos de monitorizacion

La invencién proporciona ensayos para monitorizar los compuestos de prueba que se unen o modulan la actividad
de un polipéptido LT-GPCR o de un polinucleétido LT-GPCR. Un compuesto de prueba se une preferiblemente a un
polipéptido LT-GPCR o a un polinucledtido. Mds preferiblemente, un compuesto de prueba disminuye o aumenta un
efecto bioldgico mediado por el LT-GPCR humano en al menos un 10%, preferiblemente en un 50%, mds preferible-
mente sobre el 75, 90 o0 100%, en relacién con la ausencia del compuesto de prueba.

Compuestos de prueba

Los compuestos de prueba pueden ser agentes farmacoldgicos ya conocidos en el arte, o pueden ser compuestos
previamente desconocidos que tienen cualquier actividad farmacolégica. Los compuestos pueden aparece de modo
natural, o pueden ser disefiados en el laboratorio. Pueden ser aislados a partir de microorganismos, animales o plantas,
y pueden ser producidos mediante recombinacion, o sintetizados mediante procedimientos quimicos conocidos en el
arte. Si se desea, se pueden obtener los compuestos de prueba usando cualquiera de los numerosos procedimientos
combinatorios de biblioteca conocidos en el arte, incluyendo, aunque no quedando limitados a, bibliotecas biolégicas;
bibliotecas de fase de solucién o de fase solida paralelas espacialmente direccionables; procedimientos de biblioteca
sintética que requieren deconvolucién; el procedimiento de biblioteca “una gota un compuesto”; y procedimientos de
bibliotecas sintéticas que usan seleccion por cromatografia de afinidad. La aproximacion por la biblioteca biolégica
estd limitada a bibliotecas de polipéptidos, mientras que las otras cuatro aproximaciones son aplicables al polipéptido,
al oligémero no peptidico, o a bibliotecas de pequefias moléculas de los compuestos. Ver Lam, Anticancer Drug Des.
12,145, 1997.

Los procedimientos para la sintesis de bibliotecas moleculares son bien conocidos en el arte (ver, por ejemplo,
DeWitt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90, 6909, 1993; Erb et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91, 11422, 1994,
Zuckermann et al., J. Med. Chem. 37, 2678, 1994; Cho et al., Science 261, 1303, 1993; Carell et al., Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. 33, 2059, 1994; Carell et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33, 2061; Gallop et al., J. Med.Chem. 37,
1233, 1994). Las bibliotecas de compuestos pueden presentarse en solucion (ver, p.e., Houghten, Biotechniques 13,
412-421, 1992), o en gotas (Lam, Nature, 354, 82-84, 1991), chips (Fodor, Nature 364, 555-556, 1993), bacterias o
esporas (Ladner, U.S. Patent 5,223,409), plasmidos (Cull et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89, 1865-1869, 1992),
o fagos (Scott & Smith, Science 249, 386-390, 1990; Devlin, Science 249, 404-406, 1990; Cwirla et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. 97, 6378-6382, 1990; Felici, J. Mol. Biol. 222,301-310, 1991; y Ladner, U.S. Patent 5,223,409).

Monitorizacion de alto rendimiento
Los compuestos de prueba pueden ser monitorizados para comprobar la capacidad de unién de polipéptidos LT-
GPCR o polinucledtidos LT-GPCR, o la capacidad de afectar a la actividad del LT-GPCR o de la expresién del

gen LT-GPCR, usando una monitorizacién de alto rendimiento. Usando monitorizacién de alto rendimiento, muchos

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2271020 T3

compuestos discretos pueden ser probados en paralelo, de tal modo que pueden monitorizarse rdpidamente grandes
cantidades de compuestos de prueba. Las técnicas establecidas de manera mds amplia utilizan placas microtiter de
96 pocillos. Los pocillos de las placas microtiter requieren tipicamente volimenes de ensayo en un intervalo de 50 a
500. Ademis de las placas, muchos instrumentos, materiales, pipetas, robotics, lavadoras de placa, y lectoras de placa,
estan disponibles comercialmente para ajustarse al formato de 96 pocillos.

Alternativamente, se pueden usar los “ensayos de formato libre”, o ensayos que no tienen barrera fisica entre las
muestras. Por ejemplo, un ensayo utilizando células pigmentarias (melanocitos) en un estudio simple homogéneo para
bibliotecas combinatorias de péptidos, es descrito por Jayawickreme et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 19, 1614-18
(1994). Las células se colocan bajo agarosa en placas petri, y después se sitian sobre la superficie de la agarosa gotas
que llevan compuestos combinatorios. Los compuestos combinatorios estdn siendo liberados parcialmente desde las
gotas. Los compuestos activos pueden visualizarse como areas de pigmento oscuro porque, a medida que los compues-
tos se difunden localmente en la matriz del gel, los compuestos activos provocan el cambio de color de las células.

Otro ejemplo de un ensayo de formato libre es descrito por Chelsky, “Strategies for Screening Combinatorial
Libraries: Novel and Traditional Approaches”, tal como se informa en la First Annual COnference of The Society
for Biomolecular Screening, en Philadelphia, Pa. (Nov. 7-10, 1995). Chelsky colocé un ensayo de enzima homogénea
simple para estudiar la anhidrasa carbdnica dentro de un gel de agarosa, de tal modo que la enzima en el gel provocaria
un cambio de color en el gel. A partir de ese momento, las gotas que llevan compuestos combinatorios a través de un
foto-enlace, se colocaron en el gel, y los compuestos se liberaron parcialmente mediante luz UV. Los compuestos que
inhibieron la enzima se observaron como zonas locales de inhibicién donde el cambio de color era menor.

Se describe incluso otro ejemplo, por Salmon et al., Molecular diversity 2, 57-63 (1996). En este ejemplo, las
bibliotecas combinatorias fueron monitorizadas para estudiar los compuestos que tenian efectos citotéxicos sobre
células de cancer, en cultivo en agar.

Otro método de monitorizacién de alto rendimiento es descrito por Beutel ef al., U.S. Patent 5,976,813. En este
método, las muestras de prueba se colocan en una matriz porosa. Uno o mds componentes del ensayo se colocan en la
misma, sobre, o debajo de una matriz que es un gel, una ldmina de pléstico, un filtro, u otra forma de soporte sélido
facilmente manipulable. Cuando las muestras se introducen en la matriz porosa, se difunden de manera suficientemente
lenta, de tal modo que los ensayos se pueden realizar sin que las muestras de prueba corran juntas.

Ensayos de union

Para los ensayos de unién, el compuesto de prueba es preferiblemente una molécula pequefia que se une a, y ocupa
el sitio activo del polipéptido LT-GPCR, haciendo de ese modo que el sitio de unién al ligando sea inaccesible al
sustrato, asi que se previene la actividad bioldgica normal. Ejemplos de estas pequefias moléculas incluyen, aunque
no quedan limitados a, pequefios péptidos o moléculas similares a péptidos. Los ligandos potenciales que se unen a un
polipéptido de la invencién incluyen, aunque no estdn limitados a, los ligandos naturales de los LT-GPCR conocidos,
y andlogos o derivados de los mismos. Los ligandos naturales de los LT-GPCR incluyen adrenomedulina, amilina,
proteina relacionada con el gen de la calcitonina (CGRP), calcitonina, anandamida, serotonina, histamina, adrenalina,
noradrenalina, factor de activacién de plaquetas, trombina, C5a, bradiquinina, y quemoquinas.

En los ensayos de unidn, tanto el compuesto de prueba como el polipéptido LT-GPCR pueden comprender una
etiqueta detectable, como una etiqueta enzimdtica, quimioluminiscente, radioisotdpica, o fluorescente, como la pe-
roxidasa del rdbano, la alcalin fosfatasa, o la luciferasa. La deteccién de un compuesto de prueba que estd unido
al polipéptido LT-GPCR, puede conseguirse, por ejemplo, mediante el conteo directo de la radioemisién, mediante
conteo de centelleo, o mediante la determinacidn de la conversidn de un sustrato indicado en un producto detectable.

Alternativamente, la unién de un compuesto de prueba a un polipéptido LT-GPCR puede determinarse sin etiquetar
ninguno de los que interactian. Por ejemplo, puede usarse un microfisiometro para detectar la unién de un compuesto
de prueba con un polipéptido LT-GPCR. Un microfisiémetro (p.e. Cytosensor™) es un instrumento analitico que mide
la tasa a la que una célula acidifica su entorno, utilizando un sensor potenciométrico con luz dirigible (LAPS). Los
cambios en esta tasa de acidificacion pueden ser utilizados con un indicador de la interaccion entre un compuesto de
prueba y un polipéptido LT-GPCR (McConnell et al., Science 257, 1906-1912, 1992).

La determinacién de la capacidad de un compuesto de prueba para unirse a un polipéptido LT-GPCR puede llevarse
a cabo también usando una tecnologia como es el andlisis de interaccién molecular (BIA) en tiempo real (Sjolander
& Urbaniczky, Anal. Chem. 63, 2338-2345, 1991; y Szabo et al., Curr. Opin. Struct. Biol. 5, 699-705, 1995). BIA es
una tecnologia para estudiar interacciones bioespecificas en tiempo real, sin necesidad de etiquetado de ninguno de
los que interactdan (p.e. BIAcore™). Los cambios en los fenémenos Gpticos de la resonancia de plasmén superficial
(SPR) pueden usarse como una indicacién de reacciones en tiempo real entre moléculas bioldgicas.

En otro aspecto més de la invencién, se puede usar un polipéptido LT-GPCR como una “proteina cebo” en un
ensayo de doble hibrido, o en un ensayo de triple hibrido (ver, p.e. U.S. Patent 5,283,317; Zervos et al., Cell 72, 223-
232, 1993; Madura et al., J. Biol. Chem. 268, 12046-12054, 1993; Bartel et al., Biotechniques 14, 920-924, 1993;
Iwabuchi et al., Oncogene 8, 1693-1696, 1993; y Brent W094/10300), para identificar otras proteinas que se unan o
interacttien con el polipéptido LT-GPCR y modulen su actividad.
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El sistema de doble hibrido estd basado en la naturaleza modular de la mayoria de los factores de transcripcion,
que constan de dominios separables de activacion y unién a ADN. Brevemente, el ensayo utiliza dos construcciones de
ADN distintas. Por ejemplo, en una construccion, el polinucleétido codificante de un polipéptido LT-GPCR puede ser
fusionado con un polinucleétido codificante del dominio de unién a ADN de un factor de transcripcién conocido (p.e.
GAL-4). En la otra construccién, una secuencia de ADN que codifica una proteina sin identificar (“presa” o “muestra”)
puede ser fusionada con un polinucledtido que codifica para el dominio de activacién del factor de transcripcién
conocido. Si las proteinas “cebo” y la “presa” son capaces de interactuar in vivo para formar un complejo dependiente
de proteina, los dominios de activacién y de unién a ADN del factor de transcripcién se colocan de manera muy
préxima. Esta proximidad permite la transcripcion de un gen informador (p.e. LacZ) que estd ligado operativamente a
un sitio regulador de la transcripcidn que es sensible al factor de transcripcion. Puede detectarse la expresion del gen
informador, y las colonias celulares que contienen el factor de transcripcion funcional pueden ser aisladas y utilizadas
para obtener la secuencia de ADN codificante de la proteina que interactia con el polipéptido LT-GPCR.

Puede ser deseable inmovilizar tanto el polipéptido LT-GPCR (o el polinucleétido) como el compuesto de prueba,
para facilitar la separacion de las formas enlazadas de las no enlazadas, y de uno o de ambos de los que interactian,
ademds de la automatizacién acomodada del ensayo. Por tanto, tanto el polipéptido LT-GPCR (o el polinucleétido)
como el compuesto de prueba, pueden ser unidos a un soporte sélido. Los soportes s6lidos indicados incluyen, aunque
no quedan limitados a, portaobjetos de cristal o pldstico, placas de cultivo tisular, pocillos microtiter, tubos, chips de
silicio, o particulas como gotas (incluyendo, aunque sin quedar limitados a, litex, poliestireno, o gotas de cristal).
Cualquier procedimiento conocido en el arte puede ser usado para sujetar al polipéptido LT-GPCR (o polinucleétido),
o el compuesto de prueba, a un soporte s6lido, incluyendo el uso de ligamientos covalentes y no covalentes, absorcién
pasiva, o pares de segmentos de enlace sujetos respectivamente al polipéptido (o polinucledtido) o al compuesto, y
al soporte solido. Los compuestos de prueba se unen preferiblemente al soporte s6lido en una matriz, de tal modo
que se puede trazar la ubicacién de los compuestos de prueba. La unién de un compuesto de prueba a un polipéptido
LT-GPCR (o el polinucleétido) puede llevarse a cabo en cualquier vasija apropiada para contener a los reactantes.
Ejemplos de esas vasijas incluyen placas microtiter, tubos de test, y tubos de centrifuga.

En una forma de realizacion, el polipéptido LT-GPCR es una proteina de fusién que comprende un dominio que
permite al polipéptido LT-GPCR unirse a un soporte s6lido. Por ejemplo, las proteinas de fusién glutation S-transferasa
pueden ser adsorbidas en gotas de glutatién sefarosa (Sigma Chemical, St. Louis, Mo.), o en placas microtiter con
glutatién, que son combinadas después con compuesto de prueba, o con el compuesto de prueba y con el polipéptido
LT-GPCR no adsorbido; la mezcla se incuba después bajo condiciones propicias para la formacion del complejo (p.e.
en condiciones fisioldgicas para la salinidad y el pH). Tras la incubacidn, las gotas o los pocillos de las placas microtiter
son lavados y se quita cualquier componente sin unir. La unién de los que interactian puede determinarse bien directa
o bien indirectamente, tal como se describe mds arriba. Alternativamente, los complejos pueden estar disociados del
soporte sélido antes de que la unién sea determinada.

Pueden usarse también otras técnicas para la inmovilizacién de proteinas o polinucleétidos sobre soporte sélido, en
los ensayos de monitorizacién de la invencion. Por ejemplo, tanto un polipéptido LT-GPCR (o el polinucle6tido) como
un compuesto de prueba, pueden ser inmovilizados usando conjugacion de biotina y estreptavidina. Los polipéptidos (o
polinucleétidos) LT-GPCR, o los compuestos de prueba, biotinilados pueden prepararse a partir de la biotina-NHS(N-
hidroxisuccinimida), usando técnicas bien conocidas en el arte (p.e. kit de biotinilacién, Pierce Chemicals, Rockford,
I11.), y pueden inmovilizarse en los pocillos de placas de 96 pocillos recubiertos con estreptavidina. Alternativamente,
los anticuerpos que se unen especificamente con un polipéptido LT-GPCR, un polinucleétido, o un compuesto de
prueba, pero que no interfieren con el sitio de enlace deseado, como es el sitio activo del polipéptido LT-GPCR,
pueden ser derivados hacia los pocillos de la placa. La diana o la proteina sin unir pueden ser atrapadas en los pocillos
mediante conjugacion de anticuerpos.

Los procedimientos para detectar estos complejo, adicionalmente a aquellos descritos mds arriba para los comple-
jos GST-inmovilizados, incluyen la inmunodeteccion de complejos mediante anticuerpos que se unen especificamente
al polipéptido LT-GPCR o al compuesto de prueba; los ensayos de enlace a enzima, que dependen de la deteccion de
una actividad del polipéptido LT-GPCR; y la electroforesis en gel SDS bajo condiciones no reductoras.

La monitorizacién de compuestos de prueba que se unen a un polipéptido o polinucledtido LT-GPCR, puede
llevarse a cabo también en una célula intacta. Cualquier célula que comprenda un polipéptido o polinucleétido LT-
GPCR, puede usarse en un sistema de ensayo basado en células. Un polinucleétido LT-GPCR puede aparece de
manera natural en la célula, o puede ser introducido usando técnicas similares a las descritas mds arriba. La unién del
compuesto de prueba a un polipéptido o polinucledtido LT-GPCR se determina tal como se describié mds arriba.

Ensayos funcionales

Los compuestos de prueba pueden ser probados para averiguar la capacidad de aumentar o disminuir el efecto
biolégico de un polipéptido LT-GPCR. Estos efectos bioldgicos pueden ser determinados usando los ensayos funcio-
nales descritos en los ejemplos especificos, mds abajo. Los ensayos funcionales pueden llevarse a cabo tras provocar
el contacto entre un polipéptido LT-GPCR purificado, una preparacién de membrana celular, o una célula intacta,
con un compuesto de prueba. Un compuesto de prueba que disminuye una actividad funcional de un LT-GPCR en
al menos el 10%, preferiblemente sobre el 50%, mas preferible sobre el 75%, 90% o el 100%, se identifica como un
agente potencial para disminuir la actividad LT-GPCR. Un compuesto de prueba que aumenta la actividad funcional
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de un LT-GPCR en al menos el 10%, preferiblemente sobre el 50%, mas preferible sobre el 75%, 90% o el 100%, se
identifica como un agente potencial para aumentar la actividad LT-GPCR.

Un procedimiento de monitorizacién semejante implica el uso de melané6foros, que son transfectados para expre-
sar un polipéptido LT-GPCR. Una técnica de monitorizacién como esta se describe en el documento WO 92/01810
publicado el 6 de febrero de 1992. Asi, por ejemplo, puede usarse un ensayo como este para monitorizar un compuesto
que inhiba la activacién del polipéptido receptor, mediante el contacto de las células melanéforas que comprenden al
receptor, con el ligando del receptor y un compuesto de prueba a ser monitorizado. La inhibicién de la sefial generada
por el ligando indica que un compuesto de prueba es un antagonista potencial para el receptor, es decir, que inhibe la
activacion del receptor. La monitorizaciéon puede emplearse para identificar un compuesto de prueba que active al re-
ceptor mediante el contacto de esas células con compuestos a ser monitorizados, y para determinar si cada compuesto
de prueba genera una sefial, es decir, que activa el receptor.

Otras técnicas de monitorizacién incluyen el uso de células que expresan un polipéptido LT-GPCR humano (por
ejemplo, células CHO transfectadas) en un sistema que mida los cambios extracelulares de pH causados por la acti-
vacién del receptor (ver, p.e., Science 246, 181-296, 1989). Por ejemplo, los compuestos de prueba pueden ponerse
en contacto con una célula que expresa un polipéptido LT-GPCR humano, y una segunda respuesta mensajera, p.e., la
sefial de transduccidn o los cambios de pH pueden ser medidos para determinar si los compuestos de prueba activan o
inhiben al receptor.

Otra técnica similar de monitorizacién implica el introducir ARN codificante de un polipéptido LT-GPCR huma-
no, dentro de oocitos de Xenopus, para expresar el receptor de manera transitoria. Los oocitos transfectados pueden
ponerse en contacto con el ligando del receptor y con un compuesto de prueba para ser monitorizados, seguido de la
deteccién de inhibicidn o activacion de una sefial de calcio en el caso de la monitorizacion de compuestos de test que
se cree que inhiben la activacién del receptor.

Otra técnica de monitorizacién implica la expresion de un polipéptido LT-GPCR humano en células en los que el
receptor estd unido a fosfolipasa C o D. Estas células incluyen células endoteliales, células del misculo liso, células de
rifién de embridn, etc. La monitorizacién puede conseguirse tal como se describe mds arriba, mediante la cuantificacién
del grado de activacion del receptor a partir de los cambios en la actividad fosfolipasa.

Los detalles de los ensayos funcionales similares a los descritos arriba, se proporcionan en los ejemplos especificos,
mas abajo.

Expresion del gen LT-GPCR

En otra forma de realizacién, se identifican los compuestos de prueba que aumentan o disminuyen la expresion
del gen LT-GPCR. Se pone en contacto un polinucleétido LT-GPCR con un compuesto de prueba, y se determina la
expresion de un ARN o de un producto de polipéptido del polinucleétido LT-GPCR. El nivel de expresiéon del ARNm
apropiado o del polipéptido en presencia del compuesto de prueba, se compara con el nivel de expresién del ARNm
o del polipéptido en ausencia del compuesto de prueba. De acuerdo con esta comparacién, el compuesto de prueba
puede ser identificado, entonces, como un modulador de la expresién. Por ejemplo, cuando la expresién del ARNm
o del polipéptido es mayor en presencia del compuesto de prueba que en su ausencia, el compuesto de prueba se
identifica como un estimulador o potenciados de la expresién del ARNm o del polipéptido. Alternativamente, cuando
la expresion de ARNm o del polipéptido es menor en presencia del compuesto de prueba que en su ausencia, el
compuesto de prueba se identifica como un inhibidor de la expresién de ARNm o del polipéptido.

El nivel de expresiéon del ARNm o del polipéptido LT-GPCR en las células, puede ser determinado mediante
métodos bien conocidos en el arte, para detectar ARNm o polipéptido. Se pueden usar tanto métodos cualitativos
como cuantitativos. Se puede determinar la presencia de productos de polipéptido de un polinucledtido LT-GPCR,
por ejemplo, usando distintas técnicas conocidas en el arte, incluyendo métodos inmunoquimicos como son el radio-
inmunoensayo, la transferencia Western, y la inmunohistoquimica. Alternativamente, la sintesis de polipéptidos pue-
de determinarse in vivo, en un cultivo celular, o en un sistema de traduccién in vitro, mediante la deteccion de la
incorporacién de aminodcidos etiquetados en un polipéptido LT-GPCR.

Esta monitorizacién puede realizarse tanto en un sistema de ensayo libre de células, como en una célula intacta.
Cualquier célula que exprese un polinucledtido LT-GPCR, puede usarse en un sistema de ensayo basado en células.
El polinucleétido LT-GPCR puede aparecer en la célula de manera natural, o puede ser introducido mediante técnicas
como las descritas mas arriba. Pueden usarse tanto un cultivo primario como una linea celular establecida, como son
las 293 células de rifion embrionario humano, o CHO.

Composiciones farmacéuticas

La invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que pueden ser administradas al paciente para
alcanzar un efecto terapéutico. Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden comprender, por ejemplo,
un polipéptido LT-GPCR, polinucleétido LT-GPCR, anticuerpos que se unen especificamente a un polipéptido LT-
GPCR, o imitadores, agonistas, antagonistas o inhibidores de actividad de un polipéptido LT-GPCR. Las composicio-
nes pueden ser administradas solas o en combinacién con al menos otro agente, como es un compuesto estabilizador,
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que puede ser administrado mediante cualquier vehiculo farmacéutico biocompatible, estéril, incluyendo, aunque no
quedando limitados a, liquido salino, tamp6n salino, dextrosa y agua. Las composiciones pueden administrarse solas
a un paciente, o en combinacién con otros agentes, formacos u hormonas.

Ademds de los ingredientes activos, estas composiciones farmacéuticas pueden contener vehiculos apropiados far-
macéuticamente aceptables, que comprenden excipientes y auxiliares que facilitan el procesamiento de los compues-
tos activos, en preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente. Las composiciones farmacéuticas de la invencién
pueden ser administradas por distintas vias, incluyendo, aunque no quedando limitadas a, via oral, intravenosa, intra-
muscular, intra-arterial, intramedular, intratecal, intraventricular, transdérmica, subcutinea, intraperitoneal, intranasal,
parenteral, topica, sublingual, o rectal. Las composiciones farmacéuticas para la administracién oral pueden formularse
usando vehiculos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en el arte, en dosis apropiadas para la administracién
oral. Estos vehiculos permiten a las composiciones farmacéuticas el ser formuladas como tabletas, pildoras, pastillas,
cépsulas, liquidos, geles, jarabes, compuestos acuosos, suspensiones, y similares, para ser ingeridas por el paciente.

Las preparaciones farmacéuticas para uso oral pueden obtenerse mediante la combinacién de compuestos activos
con excipientes sélidos, moliendo opcionalmente, dando una mezcla, y procesando la mezcla de granulos, después
de afiadir auxiliares apropiados, si se desea, para obtener niicleos de tabletas o pastillas. Los excipientes indicados
son cargas de proteina o carbohidrato, como son azicares, incluyendo lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; almidén
del maiz, trigo, arroz, patata u otras plantas; celulosa, como la metil celulosa, la hidroxipropilmetilcelulosa, o la
carboximetilcelulosa sddica; gomas que incluyen la arabica y el tragacanto; y proteinascomo la gelatina y el colageno.
Si se desea, se pueden afadir agentes desintegrantes o solubilizantes, como la polivinilpirrolidona, agar, dcido alginico,
o sales de los mismos, como el alginato sédico.

Los nucleos de pastillas pueden usarse junto con coberturas apropiadas, como son las soluciones de azicar con-
centradas, que también pueden contener goma ardbica, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol, polietilen glicol
y/o diéxido de titanio, soluciones de laca, y solventes orgdnicos apropiados, o mezclas de solventes. Pueden afadirse
tintes o pigmentos a las coberturas de tabletas o pastillas, para la identificacién del producto, o para caracterizar la
cantidad de compuesto activo, es decir, la dosis.

Las preparaciones farmacéuticas que pueden ser utilizadas de manera oral incluyen cdpsulas blandas hechas de
gelatina, ademads de cdpsulas suaves, selladas, hechas de gelatina y una cobertura de glicerol o sorbitol. Las capsulas
blandas pueden contener ingredientes activos mezclados con un agente de relleno o aglutinante, como es la lactosa o
almidones; lubricantes, como el talco o el estearato magnésico; y, opcionalmente, estabilizadores. En capsulas suaves,
los compuestos activos pueden estar disueltos o suspendidos en liquidos apropiados, como son dcidos grasos, liquido,
o polietilen glicol liquido, con o sin estabilizadores.

Las composiciones farmacéuticas apropiadas para la administracién parenteral pueden ser formuladas en solucio-
nes acuosas, preferiblemente en tampones compatibles fisiologicamente, como es la solucién de Hank, la solucién de
Ringer, o tampon salino fisiol6gico. Las suspensiones de inyeccion acuosa pueden contener sustancias que aumenten
la viscosidad de la suspension, como es la carboximetil celulosa sédica, el sorbitol o el dextrano. Adicionalmente, las
suspensiones de los compuestos activos pueden ser preparadas como suspensiones de inyeccion oleosa. Los solventes
o vehiculos lipofilicos apropiados incluyen acidos grasos como el aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéti-
cos, como el etil oleato o los triglicéridos, o los liposomas. También pueden usarse amino polimeros policatiénicos no
lipidicos para el transporte. Opcionalmente, la suspension también puede contener estabilizadores indicados, o agentes
que aumenten la solubilidad de los compuestos, para permitir la preparacién de soluciones altamente concentradas.
Para la administracion tépica o nasal, se usan penetrantes apropiados en la formulacion, para permear a través de la
barrera particular. Estos penetrantes son generalmente conocidos en el arte.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn pueden ser fabricadas de un modo conocido en el arte,
p.e. por medio de procesos convencionales de mezclado, disolucién, granulacion, fabricacién de pastillas, molienda,
emulsificacion, encapsulado, entrampado, o liofilizacién. La composicion farmacéutica puede ser proporcionada en
forma de sal, y puede formarse con muchos acidos, incluyendo, aunque no quedando limitada a, dcido clorhidrico,
sulfurico, acético, lactico, tartarico, malico, succinico, etc. Las sales tienden a ser mds solubles en agua u otros sol-
ventes protonicos, de lo que lo son las correspondientes formas de base libres. En otros casos, la preparacion preferida
puede ser un polvo liofilizado que puede contener algo, o todo, de lo siguiente: histidina 1-50 mM, sacarosa 0,1%-2%,
y manitol 2-7%, en un intervalo de pH de 4.5 a 5.5, que se combina con un tampdn antes del uso.

Se pueden encontrar detalles mds avanzados sobre las técnicas de formulacién y administracién, en la dltima
edicion de REMINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Maack Publishing Co., Easton, Pa.). Después de
que se hayan preparado las composiciones farmacéuticas, pueden colocarse en un contenedor apropiado, y se pueden
etiquetar para el tratamiento de una condicién indicada. Este etiquetado incluird la cantidad, frecuencia y método de
la administracién.

Indicaciones y procedimientos terapéuticos
Los GPCR son ubicuos en los huéspedes mamiferos, y son responsables de muchas funciones bioldgicas, incluyen-
do muchas patologias. De acuerdo con esto, es deseable encontrar compuestos y farmacos que por una parte estimulen

un GPCR, y que por otra parte puedan inhibir la funcién de un GPCR. Por ejemplo, compuestos que activen un GP-
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CR puede emplearse con propésitos terapéuticos, como es el tratamiento del asma, de la enfermedad del Parkinson,
de la insuficiencia cardiaca aguda, de retencion urinaria y de osteoporosis. En particular, los compuestos que activan
los GPCR son ttiles en el tratamiento de varias enfermedades cardiovasculares como son las causadas por la falta
de riego sanguineo en los pulmones, o la hipertension. Ademds, esos compuestos pueden usarse también para tratar
varios trastornos fisiolégicos relacionados con un control anormal de la homeostasis de fluidos y de electrolitos, y en
enfermedades asociadas con secrecién anormal de aldosterona inducida por angiotensina.

En general, los compuestos que inhiben la activacién de un GPCR pueden ser usados para distintos propésitos
terapéuticos, por ejemplo, para el tratamiento de hipotensién y/o hipertension, angina de pecho, infarto de miocardio,
dlceras, asma, alergias, hipertrofia prostatica benigna, y trastornos psicéticos y neurolégicos que incluyen la esquizo-
frenia, excitaciéon maniaca, depresion, delirio, demencia o varios retardos mentales, disquinesias, como la enfermedad
de Huntington o el sindrome de Tourette, entre otros. Los compuestos que inhiben los GPCR son titiles también en la
inversion de la anorexia endégena, en el control de la bulimia, y en el tratamiento de varias enfermedades cardiovas-
culares causadas por riego sanguineo pulmonar excesivo, o por hipotension.

La regulacién del LT-GPCR puede usarse para regular la exocitosis. Por ejemplo, pueden usarse antagonistas
de LT-GPCR para disminuir la exocitosis de hormonas, por ejemplo, a partir de tumores benignos de las gldndulas
endocrinas, como es el adenoma pituitario de acromegalia, adenoma téxico que produce hipertiroidismo; adenoma
de paratiroides de hiperparatiroidismo; adenoma de los islotes secretores de insulina del pancreas; feocromocitoma
benigno, y adenoma cortical adrenal del sindrome de Cushing; tumores malignos que secretan hormonas del tiroides
y la pituitaria anterior; cdnceres de las glandulas paratiroideas, islotes, médula adrenal, y cortex adrenal. También
se pueden tratar otros estados hiperfuncionales, como es la enfermedad de Graves; bocio difuso téxico; sindrome de
Cushing no asociado a tumor adrenal; sindrome de Zollinger-Ellison; hipertiroidismo asociado con sobre-produccién
de TSH por parte de los tumores pituitarios.

Los agonistas del LT-GPCR pueden usarse para tratar trastornos caracterizados por una baja funcién endocrina,
como son el hipotiroidismo de la tiroiditis de Hashimoto; hipoparatiroidismo; enfermedad de Adisson; diabetes me-
litus; tumores que destruyen o dafian la funcién de una gldndula endocrina, incluyendo los cdnceres con met4stasis,
como son el cdncer de mama y el linfoma, el adenoma croméfobo, y la hipofisitis.

También se pueden tratar defectos en la neurotransmisién al regular los niveles de LT-GPCR en el sistema nervioso
central y periférico.

Esta invencion incluso se refiere al uso de nuevos agentes identificados mediante los ensayos de monitorizacién
descritos mds arriba. Segtn esto, entra dentro del alcance de esta invencién el uso de un compuesto de prueba identifi-
cado tal como se describe en este documento, en un modelo animal apropiado. Por ejemplo, puede usarse en un modelo
animal, un agente identificado tal como se describié en este documento (p.e. un agente modulador, una molécula de
acidos nucleicos de sentido contrario, un anticuerpo especifico, ribozimas, o una molécula de unién al polipéptido
LT-GPCR), para determinar la eficacia, toxicidad, o los efectos secundarios del tratamiento con dicho agente. Alter-
nativamente, un agente identificado tal como se ha descrito aqui, puede usarse en un modelo animal para determinar
el mecanismo de accién de dicho agente. Ademds, esta invencion se refiere al uso de nuevos agentes identificados
mediante los ensayos de monitorizacién, para tratamientos como los mencionados arriba.

Puede administrarse a una célula humana un re-agente que afecta a la actividad de LT-GPCR, tanto in vitro como
in vivo, para reducir la actividad de LT-GPCR. El re-agente se une preferiblemente a un producto de la expresién de
un gen LT-GPCR humano. Si el producto de expresion es una proteina, el re-agente es preferiblemente un anticuerpo.
Para el tratamiento de células humanas ex vivo, puede anadirse un anticuerpo a una preparacion de células madre que
han sido extraidas del cuerpo. Las células pueden ser reemplazadas después, en el mismo o en otro cuerpo humano,
con o sin propagacion de clones, tal como se conoce en el arte.

En una forma de realizacion, el re-agente es liberado usando un liposoma. Preferiblemente, el liposoma es estable
en el animal en el que ha sido liberado, durante al menos 30 minutos, més preferiblemente durante al menos 1 hora, e
incluso mas preferiblemente, durante al menos 24 horas. Un liposoma comprende una composicién de lipidos que es
capaz de apuntar a un re-agente, particularmente un polinucleétido, hacia un sitio en particular en un animal, como es
el hombre. Preferiblemente, la composicién de lipidos del liposoma es capaz de apuntar hacia un 6rgano especifico de
un animal, como es el pulmon, el higado, el bazo, corazén, cerebro, nodos linfaticos, y piel.

Un liposoma titil en la presente invencion comprende una composicion de lipidos que sea capaz de fusionarse con
la membrana plasmatica de la célula diana, para liberar su contenido en la célula. Preferiblemente, la eficacia en la
transfeccion de un liposoma es de aproximadamente 0,5 ug de ADN por 16 nmole de liposomas liberados en 10°
células, mds preferiblemente esté sobre los 2,0 mg de ADN por 16 nmol de liposomas liberados en unas 10° células.
Preferiblemente, un liposoma se encuentra entre los 100 y 500 nm, mds preferiblemente entre los 150 y 450 nm, e
incluso mas preferiblemente entre los 200 y los 400 nm de didmetro.

Los liposomas apropiados para su uso en la presente invencién incluyen a aquellos liposomas usados de modo
estandar en, por ejemplo, métodos de liberacion de genes conocidos por los expertos en la materia. Los liposomas
mads preferidos incluyen liposomas que tienen una composicién lipidica policatiénica y/o liposomas que tienen una
columna de colesterol conjugada con polietilen glicol. Opcionalmente, un liposoma comprende un compuesto capaz
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de apuntar al liposoma hacia una célula tumoral, como es un ligando a célula tumoral expuesto sobre la superficie
externa del liposoma.

Se puede conseguir crear un complejo con un liposoma y un re-agente, como es un oligonucleétido de sentido
contrario o una ribozima, usando procedimientos que son estandar en el arte (ver, por ejemplo, el documento U.S. Pa-
tent 5,705,151). Preferiblemente, se combinan entre 0,1 ug y 10 pg del polinucledtido, con unos 8 nmol de liposomas,
mas preferiblemente entre 0,5 ug y 5 ug de polinucleétidos se combinan con unos 8 nmol de liposomas, e incluso mds
preferiblemente, unos 10 ug de polinucleétidos se combinan con unos 8 nmol de liposomas.

En otra forma de realizacidn, los anticuerpos se pueden liberar sobre tejidos especificos in vivo usando liberacién
apuntada mediada por receptor. Las técnicas de liberacién de ADN mediada por receptor se ensefian en, por ejemplo,
Findeis et al. Trends in Biotechnol. 11, 202-05 (1993); Chiou et al., GENE THERAPEUTICS: METHODS AND
APPLICATIONS OF DIRECT GENE TRANSFER (J.A. Wolff ed.) (1994); Wu & Wu, J. Biol. Chem. 263, 621-24
(1988); Wu et al., J. Biol. Chem. 269, 542-46 (1994); Zenke et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87, 3655-59 (1990);
Wu et al., J. Biol. Chem. 266, 338-42 (1991).

Determinacion de una dosis terapeiiticamente eficaz

La determinacién de una dosis terapéuticamente eficaz es sencilla con la habilidad de los expertos en la materia.
Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a aquella cantidad de ingrediente activo que aumenta o disminuye la
actividad del LT-GPCR en relacion con la actividad del LT-GPCR que ocurre en ausencia de la dosis terapéuticamente
eficaz.

Para cualquier compuesto, la dosis terapéuticamente eficaz puede ser estimada inicialmente tanto en ensayos de
cultivo celular como en modelos animales, normalmente ratones, conejos, perros o cerdos. El modelo animal también
puede ser usado para determinar el intervalo apropiado de concentracion y la via de administracion. Esta informacién
puede ser usada entonces, para determinar las dosis y las vias ttiles para la administraciéon en humanos.

Laeficacia y la toxicidad terapéuticas, p.e. EDs, (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién) y LDs,
(la dosis letal para el 50% de la poblacién), pueden determinarse mediante procedimientos farmacéuticos estdndar en
cultivos celulares o en animales experimentales. La proporcién de dosis con efectos que van desde lo téxico a lo
terapéutico, es el indice terapéutico, y se expresa como la proporcién LDsy/EDs.

Se prefieren las composiciones terapéuticas que exhiben grandes indices terapéuticos. Los datos obtenidos a partir
de ensayos con cultivos celulares, y a partir de estudios con animales, se usan en la formulacién de un intervalo de
dosis para el uso en humanos. La dosis contenida en estas composiciones se encuentra preferiblemente en un intervalo
de concentraciones circulantes que incluyen el EDs, con poca toxicidad, o sin ella. Las dosis varian en este intervalo
dependiendo de la forma de dosificacién empleada, de la sensibilidad del paciente, y de la via de administracion.

La dosis exacta serd determinada por el practicante, a la luz de los factores relacionados con el sujeto que requiere
tratamiento. La dosificacién y la administracidn se ajustan para proporcionar suficientes niveles del ingrediente activo,
o para mantener el efecto deseado. Los factores que pueden tomarse en cuenta incluyen la gravedad del estado de la
enfermedad, la salud general del sujeto, la edad, peso, y género del sujeto, la dieta, el tiempo y la frecuencia de la
administracién, la combinacién de farmacos, las reacciones por sensibilidades, y la tolerancia/respuesta a la terapia.
Las composiciones farmacéuticas de larga actuacién pueden ser administradas de 3 a 4 dias, cada semana, o una vez
cada dos semanas, dependiendo de la semivida y la tasa de evacuacion de la formulacién particular.

Las cantidades normales de dosificacién pueden variar de los 0,1 a los 100000 microgramos, hasta llegar a una
dosis total de aproximadamente 1 g, dependiendo de la via de administracién. Se proporciona una guia sobre las
dosificaciones en particular, y los métodos de suministro, en la bibliografia, y estd disponible normalmente para los
practicantes. Aquellos expertos en la materia empleardn distintas formulaciones para los nucleétidos, que las que
usardn para las proteinas o sus inhibidores. De manera similar, la entrega de polinucledtidos o polipéptidos serd
especifica para células, condiciones, ubicaciones, etc., en particular.

Si el re-agente es un anticuerpo de cadena simple, los polinucleétidos que codifican el anticuerpo pueden ser
construidos e introducidos en la célula tanto ex vivo como in vivo, usando técnicas bien conocidas que incluyen,
aunque no quedan limitadas a, la transferencia de ADN mediada por transferrina-polication, la transfeccién con dcidos
nucleicos desnudos o encapsulados, fusién celular mediada por liposomas, transporte intracelular de gotas de latex
recubiertas con ADN, fusién de protoplasto, infeccidn viral, electroporacién, pistola génica, y transfeccién mediada
por DEAE, o fosfato célcico.

La dosificacién eficaz in vivo de un anticuerpo esté en el intervalo entre los 5 ug y los 50 ug/kg, entre los 50 ug
y los 5 mg/kg, entre los 100 pg y los 500 pg/kg de peso corporal del paciente, y entre los 200 y los 250 ug/kg de
peso corporal del paciente. Para la administracién de polinucledtidos que codifican los anticuerpos de cadena simple,
la dosificacién eficaz in vivo se encuentra en el intervalo entre los 100 ng y los 200 ng, entre los 500 ng y los 50 ng,
entre 1 ugy los 2 mg, entre los 5 ug y los 500 ug, y entre los 20 ug y los 100 ug de ADN.
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Si el producto de expresion es ARNm, el re-agente es preferiblemente un oligonucledtido de sentido contrario o una
ribozima. Los polinucledtidos que expresan oligonucledtidos de sentido contrario o ribozimas, pueden ser introducidos
en las células mediante distintos métodos, tal como se describié arriba.

Preferiblemente, un re-agente reduce la expresién de un gen LT-GPCR, o la actividad de un polipéptido LT-GPCR,
en al menos el 10%, preferiblemente sobre el 50%, mds preferiblemente sobre el 75%, 90% o el 100% en relacién
con la ausencia del re-agente. La efectividad del mecanismo escogido para disminuir el nivel de expresion de un gen
LT-GPCR, o la actividad de un polipéptido LT-GPCR, puede calcularse usando métodos bien conocidos en el arte,
como es la hibridacién de sondas de nucleétido con ARNm especifico de LT-GPCR; RT-PCR cuantitativo; deteccién
inmunolégica de un polipéptido LT-GPCR; o medida de la actividad de LT-GPCR.

En cualquiera de las formas de realizacién descritas mds arriba, se puede administrar cualquier composicién far-
macéutica de la invencién en combinacién con otros agentes terapéuticos apropiados. La seleccion de los agentes
apropiados para el uso en terapia de combinacién, puede realizarse por alguien corriente en el arte, de acuerdo con
principios farmacéuticos convencionales. La combinacion de agentes terapéuticos puede actuar sinérgicamente para
efectuar el tratamiento o prevencion de los distintos trastornos descritos arriba. Usando esta aproximacién, uno puede
alcanzar una eficacia terapéutica con dosis bajas de cada agente, reduciendo asi el potencial de efectos secundarios
adversos.

Cualquiera de los procedimientos terapéuticos descritos arriba, pueden aplicarse a cualquier sujeto que necesite
dicha terapia, por ejemplo mamiferos que pueden ser perros, gatos, vacas, caballos, conejos, monos, y mas preferible-
mente, humanos.

Meétodos de diagnostico

Los GPRC pueden usarse también en ensayos diagndsticos para detectar enfermedades y anormalidades, o sus-
ceptibilidad a enfermedades y anormalidades, en relacién con la presencia de mutaciones en las secuencias de acido
nucleico que codifiquen para GPRC. Estas enfermedades, por medio del ejemplo, se relacionan con la transformacién
celular, como sucede en canceres y tumores, y en distintos trastornos cardiovasculares, incluyendo hipertensién e hipo-
tension, ademds de enfermedades que surgen debido a un flujo sanguineo anormal, a secrecién anormal de aldosterona
inducida por angiotensina, y otros controles anormales de la homeostasis de fluidos y electrolitos.

Pueden determinarse diferencias entre el ADNc o la secuencia genémica codificante de un GPCR en individuos
afectados por una enfermedad, y el ADNc o la secuencia gendmica codificante de un GPCR en individuos normales.
Si se observa una mutacién en alguno, o en todos los individuos afectados, pero ninguna en los individuos normales,
entonces la mutacién es probablemente el agente que causa la enfermedad.

Las diferencias en las secuencias entre un gen referencia y un gen que tiene mutaciones, pueden ser reveladas
por el método de secuenciado directo de ADN. Ademads, los segmentos de ADN clonado pueden usarse como sondas
para detectar segmentos de ADN especificos. La sensibilidad de este procedimiento se potencia mucho cuando se
combina con PCR. Por ejemplo, puede usarse un cebador secuenciante, con un producto de PCR de cadena doble, o
con una molécula plantilla de cadena simple, generados por una PCR modificada. La determinacién de la secuencia se
realiza mediante procedimientos convencionales, usando nucledtidos radiomarcados, o mediante procedimientos de
secuenciado automatico usando etiquetas fluorescentes.

Las pruebas genéticas basadas en diferencias en las secuencias de ADN, pueden llevarse a cabo mediante la de-
teccion de la alteracion en la movilidad electroforética de los fragmentos de ADN en geles, con o sin agentes des-
naturalizantes. Pueden visualizarse las pequefias supresiones e inserciones en las secuencias, por ejemplo mediante
electroforesis de alta resolucion en gel. Los fragmentos de ADN de las distintas secuencias pueden distinguirse sobre
geles con gradiente de formamida desnaturalizante, en los que las movilidades de los distintos fragmentos de ADN se
retardan en el gel, en distintas posiciones, seglin sus temperaturas especificas o parciales de fusién (ver, p.e., Myers
et al., Science 230, 1242, 1985). Los cambios en las secuencias en ubicaciones especificas pueden revelarse también
mediante ensayos de proteccién de nucleasa, como es la proteccién de S1 y RNasa, o el método de corte quimico (p.e.
Cotton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 4397-4401, 1985). De este modo, la deteccidon de una secuencia especifica
de ADN puede realizarse mediante procedimientos como son la hibridacién, la proteccién RNasa, el corte quimico,
el secuenciado directo de ADN, o el uso de enzimas de restriccion y transferencia Southern de ADN gendémico. Ade-
mas de los métodos directos como la electroforesis en gel y el secuenciado de ADN, también se pueden detectar las
mutaciones mediante andlisis in sifu.

Pueden detectarse también los niveles alterados de un GPCR en distintos tejidos. Los ensayos utilizados para
detectar los niveles de los polipéptidos del receptor en una muestra corporal, como puede ser la sangre o una biopsia
de tejido, derivados de un huésped, son bien conocidos por los expertos en la materia, e incluyen radio-inmunoensayos,
ensayos de enlace competitivo, andlisis de transferencia Western, y ensayos ELISA.
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Ejemplo 1
Deteccion de actividad de proteina LT-GPCR

El polinucleétido de ID. SEC. NO:1 se inserta en el vector de expresion pCEV4, y el polipéptido LT-GPCR del
vector de expresion pCRV4 obtenido se transfecta en un rifion embrionario humano de 293 células. Las células se
pasan de un frasco de cultivo a 5 ml de Tris HCI, EDTA 5 mM, pH 7.5, y se lisan por sonicacién. Los lisados celulares
se centrifugan a 1000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se centrifuga el sobrenadante a 30000 g durante 20 minutos a 4°C.
Se suspende el sedimento en tamp6n de unién, que contiene Tris HC1 50 mM, MgSO, 5 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100
mM, pH 7.5, complementado con BSA 0,1%, aprotinina 2 ug/ml, leupeptina 0,5 mg/ml, y fosforamidén 10 pg/ml. Se
afiaden a placas microtiter de polipropileno de 96 pocillos, que contienen el ligando, péptidos no etiquetados, y tampdn
de enlace, hasta llegar a un volumen final de 250 ul, las diluciones de suspensién éptima de membrana, definida como
la concentracion de proteina requerida para unir menos del 10% de un radioligando afiadido, es decir, alfa-latrotoxina
(ALX) etiquetada con 1.

En ensayos de equilibrio en la saturacién de enlaces, las preparaciones de membrana se incuban en presencia de
concentraciones en aumento (0,1 nM hasta 0,4 nM) de ligando '»1.

Las mezclas de reaccién de enlace se incuban durante una hora a 30°C. La reaccién se detiene por filtracién a
través de filtros GF/B tratados con polietilenimina 0,5%, utilizando una recolectora de células. La radioactividad se
mide mediante conteo de centelleo, y los datos se analizan mediante un programa de regresion no lineal computarizada.
El enlace no especifico se define como la cantidad de radioactividad que se mantiene tras la incubacién de la proteina
de membrana, en presencia de 100 nM de péptido sin etiquetar. La concentracién de proteina se mide mediante el
método Bradford usando un re-agente Bio-Rad, con suero bovino como estidndar. Se demuestra la actividad de la
proteina LT-GPCR del polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de ID. SEC. NO: 2.

Ejemplo 2
Ensayos de union de radioligandos

Las 293 células de rifién embrionario humano transfectadas con un polinucleétido que expresa el GPCR de tipo
latrofilina humana, se pasan de un frasco de cultivo a 5 ml de Tris HCL, EDTA 5 mM, pH 7.5, y se lisan por sonicacion.
Los lisados celulares se centrifugan a 1000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se centrifuga el sobrenadante a 30000 g
durante 20 minutos a 4°C. Se suspende el sedimento en tampén de enlace que contiene Tris HCl 50 mM, MgSO,
5 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, pH 7.5, complementado con BSA 0,1%, aprotinina 2 ug/ml, leupeptina 0,5
mg/ml, y fosforamidén 10 pg/ml. Se afiaden a placas microtiter de polipropileno de 96 pocillos, que contienen el
ligando marcado con 'I o un compuesto de prueba, péptidos no etiquetados, y tampén de enlace, hasta llegar a un
volumen final de 250 pl, las diluciones de suspension 6ptima de membrana, definida como la concentracién de proteina
requerida para unir menos del 10% del radioligando afiadido, es decir, alfa-latrotoxina (ALX) etiquetada con '*I.

En ensayos de equilibrio en la saturacién de enlaces, las preparaciones de membrana se incuban en presencia
de concentraciones en aumento (0,1 nM hasta 0,4 nM) de ligando etiquetado con '*I, o del compuesto de prueba
(actividad especifica de 2200 Ci/mmol). Las afinidades de unién de los distintos compuestos de prueba se determinan
mediante ensayos de equilibrio en la competicién de enlaces, usando péptido 0,1 nM marcado con '*°1, en presencia
de doce concentraciones diferentes de cada compuesto de prueba.

Las mezclas de reaccion de enlace se incuban durante una hora a 30°C. La reaccidn se detiene mediante filtracidén a
través de filtros GF/B tratados con polietilenimina 0,5%, usando una recolectora de células. La radioactividad se mide
mediante un conteo de centelleo, y los datos se analizan con un programa de regresion no lineal computarizada.

El enlace no especifico se define como la cantidad de radioactividad que se mantiene tras la incubacién de la
proteina de membrana en presencia de 100 nM de péptido sin etiquetar. La concentracién de proteina se mide mediante
el método Bradford, usando un re-agente Bio-Rad, con suero bovino como estdndar. Se identifica un compuesto de
prueba que aumenta la radioactividad de la proteina de membrana en al menos un 15% en relacién con la radioactividad
de la proteina de membrana que no se ha incubado con el compuesto de prueba, como un compuesto que se una al
polipéptido LT-GPCR humano.

Ejemplo 3
Efecto de un compuesto de prueba sobre la formacion de AMP ciclico mediada por LT-GPCR humana

La inhibicién de la formacién de AMPc mediada por el receptor, puede ser ensayada en células huésped que
expresan LT-GPCR humana. Las células se ubican en placas de 96 pocillos, y se incuban en tampdn fosfato salino
de Dulbecco (PBS), complementado con HEPES 10 mM, teofilina 5 mM, aprotinina 2 ug/ml, leupeptina 0,5 mg/ml y
fosforamidén 10 pg/ml, durante 20 minutos a 37°C en CO, 5%. Se afiade un compuesto de prueba, y se incuba durante
otros 10 minutos a 37°C. Se aspira el medio, y la reaccion se detiene mediante la adicién de HC1 100 mM. Las placas
se almacenan a 4°C durante 15 minutos. Se mide el contenido de AMPc en la solucién de detencién mediante radio-
inmunoensayo.
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La radioactividad se cuantifica mediante un contador gamma equipado con software de reduccién de datos. Se
identifica como un inhibidor potencial de la formacién de AMPc, a un compuesto de prueba que reduce la radioactivi-
dad de los contenidos de un pocillo, en relacién con la radioactividad de los contenidos de un pocillo en ausencia del
compuesto de prueba. Se identifica como un potenciador potencial de la formacién de AMPc, a un compuesto de prue-
ba que aumenta la radioactividad de los contenidos de un pocillo en relacién con la radioactividad de los contenidos
de un pocillo en ausencia del compuesto de prueba.

Ejemplo 4
Efecto de un compuesto de prueba sobre la movilizacion de calcio intracelular

La concentracién de calcio intracelular libre se puede medir mediante microspectro-fluorometria, utilizando el tinte
indicador fluorescente Fura-2/AM (Bush et al., J. Neurochem. 57, 562-74, 1991). Las células transfectadas de manera
estable se siembran en un plato de cultivo de 35 mm que contiene un cubreobjetos de cristal insertado. Las células se
lavan con HBS, se incuban con un compuesto de prueba, y se cargan con 100 ul de Fura-2/AM (10 uM) durante 20-
40 minutos. Tras lavar con HBS para eliminar la solucién Fura-2/AM, se equilibran las células en HBS durante 10-20
minutos. Después se visualizan bajo el objetivo 40x de un microscopio Leitz Fluovert FS.

Se determina la emisién de fluorescencia a 510 nM, con excitacién de las longitudes de onda que alternan entre los
340 nM y los 380 nM. Los datos de fluorescencia en bruto se convierten a concentraciones de calcio usando curvas de
concentracion de calcio estandar y técnicas de andlisis por software. Se identifica como un compuesto que moviliza
calcio intracelular, a un compuesto de prueba que aumenta la fluorescencia en al menos un 15% en relacién con la
fluorescencia que existe en ausencia del compuesto de prueba.

Ejemplo 5
Efecto de un compuesto de prueba sobre el metabolismo fosfoinositido

Las células que expresan de manera estable ADNc de LT-GPCR humano, se sitdan en placas de 96 pocillos, y se
cultivan hasta la confluencia. El dia anterior al ensayo, se cambia el medio de cultivo por 100 1 de medio que contiene
suero 1% y *H myoinositol 0,5 uCi. Las placas se incuban durante toda la noche en una incubadora CO, (CO, 5% a
37°C). Inmediatamente antes del ensayo, se elimina el medio y se reemplaza con 200 1 de PBS que contiene LiCl 10
mM, y se equilibran las células con el nuevo medio durante 20 minutos. Durante este intervalo, las células también se
equilibran con antagonista, afiadido como una alicuota de 10 ul de una solucién concentrada 20 veces en PBS.

La acumulacién de inositol fosfato *H a partir del metabolismo del fosfolipido inositol, comienza al afiadir 10 ul
de una solucién que contiene un compuesto de prueba. Se afiaden 10 ul al primer pocillo, para medir la acumulacién
basal. Se prueban once concentraciones distintas del compuesto de prueba en los siguientes once pocillos de cada fila
de la placa. Todos los ensayos se realizan por duplicado, repitiendo las mismas adiciones en dos filas consecutivas.

Las placas se incuban en una incubadora CO, durante una hora. La reaccién se finaliza al afiadir 15 ul de 4cido
tricloroacético (TCA) 50% v/v, seguido de una incubacién de 40 minutos a 4°C. Tras neutralizar el TCA con 40 ul
de Tris 1 M, el contenido de los pocillos se transfiere a una placa con filtro Multiscreen HV (Millipore) que contiene
Dowex AG1-X8 (malla 200-400, forma de formato). Las placas con filtro se preparan afiadiendo 200 ul de suspensién
Dowex AG1-X8 (50% v/v, agua:resina) a cada pocillo. Las placas con filtro se sittian en un colector al vacio para lavar
o eluir el lecho de resina. Cada pocillo se lava 2 veces con 200 ul de agua, seguido de 2 x 200 ul de tetraborato sédico
5 mM/formato de amonio 60 mM.

Se eluyen los IP-*H en placas de 96 pocillos vacias, con 200 ul de formato de amonio 1,2 M/4cido férmico 0,1. El
contenido de los pocillos se afiade a 3 ml de cocktail de centelleo, y se determina la radioactividad mediante conteo
de centelleo liquido.

Ejemplo 6
Métodos de union a receptor

Ensayos de uni6n estandar. Los ensayos de unién se llevan a cabo en un tamp6n de enlace que contiene HEPES
50 mM, pH 7.4, BSA 0,5%, y MgCl, 5 mM. El ensayo estdndar para la unién de radioligando con fragmentos de
membrana que contienen polipéptidos LT-GPCR, se lleva a cabo tal como sigue, en placas microtiter de 96 pocillos
(p-e. placas Dynatech Immulon II Removawell). Se diluye el radioligando en tampén de enlace con PMSF/Baci hasta
llegar al cpm deseado por 50 ul, luego se le afiaden a los pocillos alicuotas de 50 ul. Para muestras con enlace no
especifico, también se afiaden por pocillo 5 ul de ligando frio 40 uM. Se inicia la unién al afiadir 150 ul, por pocillo,
de membrana diluida hasta la concentracién deseada (10-30 ug proteina de membrana/pocillo), en tampdn de unién
+ PMSF/Baci. Las placas se cubren después con selladores de placa Linbro Mylar (Flow Labs), y se colocan en un
Dynatech Microshaker II. Se permite que suceda la unién a temperatura ambiente durante 1-2 horas, y se detiene
mediante centrifugacion de la placa durante 15 minutos a 2000 g. Se decantan los sobrenadantes, y los sedimentos de
membrana se lavan una vez afiadiendo 200 ul de tampdn de enlace helado, se agita brevemente, y se re-centrifuga.
Se colocan los pocillos individuales en tubos de 12 x 75 mm, y se realiza un conteo en un contador LKB Gamma-
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master (78% de eficacia). La unién especifica mediante este procedimiento es idéntica a la medida cuando se elimind
el ligando libre mediante filtracién rdpida (3-5 segundos), y se lava sobre filtros de fibra de vidrio cubiertos con
polietilenimina.

También se usan tres variaciones del ensayo de unién estandar.

1. Se llevan a cabo ensayos de unién competitiva a radioligando, con un intervalo de concentracién de ligando
frio frente a ligando etiquetado con '°1, tal como se describe mds arriba, con una modificacién. Todas las diluciones
de ligandos que se estdn sometiendo a ensayo, estin hechas en 40X PMSF/Baci, a una concentracién 40X de la
concentracion final del ensayo. Las muestras de péptido (5 ul cada una) se afladen después por pocillo microtiter. Se
diluyen las membranas y el radioligando en tampdn de enlace, sin inhibidores de proteasa. Se afiade el radioligando,
y se mezcla con ligando frio, y se inicia la unién al afiadir las membranas.

2. La unién cruzada quimica de radioligando con el receptor, se lleva a cabo tras un paso de enlace idéntico al
del ensayo estandar. Sin embargo, el paso del lavado se realiza con tampén de enlace menos el BSA, para reducir la
posibilidad de unién cruzada no especifica de radioligando con BSA. El paso de la unién cruzada se lleva a cabo tal
como se describe abajo.

3. También se llevan a cabo ensayos de unidn a gran escala para obtener sedimentos de membrana, para estudios
de solubilizacién del complejo receptor:ligando, y para la purificacion del receptor. Estos son idénticos a los ensayos
estdndar, excepto que (a) la unién se lleva a cabo en tubos de polipropileno en volimenes de 1 a 250 ml; (b) la con-
centracion de la proteina de membrana es siempre de 0,5 mg/ml; (c) para la purificacion del receptor, la concentracién
de BSA en el tamp6n de enlace se reduce a 0,25%, y el paso del lavado se realiza con tamp6n de enlace sin BSA, lo
que reduce la contaminacion con BSA del receptor purificado.

Ejemplo 7
Union cruzada quimica de radioligando con el receptor

Tras un paso de unién a radioligando similar al descrito arriba, los sedimentos de membrana se resuspenden en 200
ul, por pocillo de placa microtiter, de tamp6n de enlace helado sin BSA. Después se afiaden 5 ul, por pocillo, de N-5-
azido-2-nitrobenzoiloxisuccinimida 4 mM (ANB-NOS, Pierce) en DMSO, y se mezcla. Se mantienen las muestras en
hielo y se irradian con UV durante 10 minutos con una ldmpara Mineralight R-52G (UVP Inc., San Gabriel, Calif.),
a una distancia de 5-10 cm. Después se transfieren las muestras a tubos Eppendorf, se sedimentan las membranas
mediante centrifugacion, se eliminan los sobrenadantes, y se solubilizan las membranas en tamp6n de muestra SDS
Laemmli, para electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE). Se lleva a cabo la PAGE tal como se describe mas
abajo. Las proteinas radiomarcadas se visualizan por autorradiografia de los geles secados, con pelicula Kodak XAR
y pantallas intensificadoras de imagen Dupont.

Ejemplo 8
Solubilizacion de membrana

La solubilizacién de membrana se lleva a cabo en tampdén que contiene Tris 25 mM, pH 8, glicerol 10% (p/v)
y CaCl, 0,2 mM (tampdn de solubilizacién). Los detergentes altamente solubles, que incluyen al Triton X-100, al
deoxicolato, al deoxicolato:lisolecitina, el CHAPS, y el zwittergent, se preparan en tampén de solubilizacién a con-
centraciones del 10%, y se almacenan como alicuotas liquidas. La lisolecitina se prepara en el momento debido a
la insolubilidad en hielo derretido, y la digitonina se prepara en el momento a bajas concentraciones, debido a su
solubilidad m4s limitada.

Para solubilizar membranas, se resuspenden los sedimentos lavados tras el paso de la unioén, libres de particulas
visibles, mediante pipeteo y agitacién con vdrtex, en tampén de solubilizacién, a 100000 g durante 30 minutos. Se
extraen los sobrenadantes y se mantienen en hielo, y se descartan los sedimentos.

Ejemplo 9
Ensayo de receptores solubilizados

Tras la unién con ligandos ', y la solubilizacién de las membranas con detergente, el complejo R:L intacto
puede ser sometido a ensayo mediante cuatro procedimientos distintos. Todos se llevan a cabo sobre hielo, o en una
habitacién enfriada a 4-10°C.

1. Cromatografia en columna (Knuhtsen ez al., Biochem. J. 254, 641-647, 1988). Se equilibran columnas Sephadex
G-50 (8 x 250 mm), con tamp6n de solubilizacion que contiene detergente a la concentracion utilizada para solubilizar
membranas, y con albimina de suero bovina 1 mg/ml. Las muestras de membranas solubilizadas (0,2-0,5 ml) se
aplican sobre las columnas, y se eluye a una tasa de flujo de unos 0,7 ml/minuto. Se recolectan las muestras (0,18 ml).
Se determina la radioactividad en un contador gamma. Se determinan los volimenes vacios de las columnas mediante
el volumen de elucion del dextrano azul. La elucién de la radioactividad en el volumen vacio se considera enlace a
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proteina. La elucién tardia de la radioactividad, en el mismo volumen que los ligandos '*I libres, se considera no
enlazado.

2. Precipitacion de polietilenglicol (Cuatrecasas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, 318-322, 1972). Para una muestra
de 100 ul de membranas solubilizadas en un tubo de polipropileno (12 x 75 mm), se afiaden 0,5 ml de gamma globulina
bovina 1% (p/v) (Sigma) en tamp6n fosfato sédico 0,1 M, seguido de 0,5 ml de polietilenglicol 25% (p/v) (Sigma),
y se mezcla. La mezcla se mantiene en hielo durante 15 minutos. Después se afiaden 3 ml de fosfato sédico 0,1 M,
pH 7.4, por cada muestra. Las muestras se filtran rapidamente (1-3 segundos) sobre filtros Whatman de fibra de vidrio
GF/B, y se lavan con 4 ml del tampon fosfato. Se determina el complejo Receptor PEG-precipitado:ligando etiquetado
con ', mediante conteo gamma de los filtros.

3. Uni6n al filtro GFB/PEI (Bruns et al., Analytical Biochem. 132, 74-81, 1983). Los filtros Whatman de fibra
de vidrio GF/B son empapados en polietilenimina 0,3% (PEI, Sigma) durante 3 horas. Las muestras de membranas
solubilizadas (25-100 ul) se reemplazan en tubos de polipropileno (12 x 75 ml). Después se afiaden 4 ml de tampdn
de solubilizacién sin detergente, por muestra, y las muestras se filtran inmediatamente a través de filtros GFB/PEI (1-
3 segundos), y se lavan con 4 ml de tamp6n de solubilizacién. Se determina el complejo CPM del receptor:ligando
etiquetado con ' adsorbido a los filtros, usando conteo gamma.

4. Carbon/Dextrano (Paul and Said, Peptides 7 [Suppl. 1], 147-149, 1986). El dextrano T70 (0,5 g, Pharmacia)
se disuelve en 1 litro de agua, y después se afladen 5 g de carbén activado (Norit A, alkalino; Fischer Scientific). Se
remueve la suspension durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se almacena a 4°C hasta su uso. Para medir el
complejo R:L, se afiaden 4 partes por volumen de suspension carbon/dextrano a 1 parte por volumen de membrana
solubilizada. Las muestras se mezclan y se mantienen en hielo durante 2 minutos, y luego se centrifugan durante 2
minutos a 11000 g en una microfuga Beckman. El radioligando libre es adsorbido por el carbén/dextrano, y se descarta
con el sedimento. Los complejos receptor: ligando etiquetado con *°T se conservan en el sobrenadante, y se determinan
mediante conteo gamma.

Ejemplo 10
Purificacion del receptor

La unién del biotinil-receptor con las membranas GH,C1 se lleva a cabo tal como se describe arriba. Las incuba-
ciones son durante 1 hora a temperatura ambiente. En el protocolo de purificacién estdndar, las incubaciones de los
enlaces contienen Bio-S29 10 nM. Se afiade ligando con '*°1 como trazador, a niveles de 5000-100000 cpm por mg de
membrana de proteina. Las incubaciones control contienen ligando frio 10 mM para saturar el receptor con ligando no
biotinilado.

La solubilizacién del complejo receptor:ligando también se lleva a cabo tal como se describe mds arriba, con
deoxicolato:lisolecitina en tampdn de solubilizacion que contiene MgCl, 0,2 mM, para obtener sobrenadantes 100000
g que contienen el complejo R:L solubilizado.

La estreptavidina inmovilizada (unién cruzada de estreptavidina con gota de agarosa 6%, Pierce Chemical Co.;
“SA-agarosa”) se lava en tampon de solubilizacidn, y se afiade a las membranas solubilizadas como un 1/30 del
volumen final. Se incuba esta mezcla con agitacién constante mediante una rotacién de final sobre final durante 4-5
horas a 4-10°C. Después se aplica la mezcla a una columna, y se lava a través de la misma el material que no se haya
enlazado. La unién del radioligando a la SA-agarosa se determina mediante comparacién de cpm en el sobrenadante
100000 g respecto al del efluente de la columna tras la adsorcién a la SA-agarosa. Finalmente, se lava la columna con
12-15 volimenes de columna con tamp6n de solubilizacién+ deoxicolato:lisolecitina 0,15% + 1/500 (vol/vol) 100 x
4pase.

La columna de estreptavidina es eluida con tampdn de solubilizacién + EDTA 0,1 mM + EGTA 0,1 mM + GTP-
gamma-S 0,1 mM (Sigma) + deoxicolato:lisolecitina 0,15% (p/v) + 1/1000 (vol/vol) 100 veces 4pase. Primero, se pasa
un un volumen de columna de elucién de tampén, y se detiene el flujo durante 20-30 minutos. Después se pasan 3-4
volimenes de columna mds de tamp6n de elucién. Todos los eluidos se juntan.

Se incuban todos los eluidos de la columna de estreptavidina durante toda la noche (12-15 horas) con aglutinina
de semilla de trigo inmovilizada (WGA agarosa, Vector Labs), para adsorber el receptor mediante la interaccion de
enlace carbohidrato covalente con la WGA lectina. La proporcion (vol/vol) de la WGA-agarosa respecto con el eluido
de la columna de estreptovidina es de 1:400. Puede usarse también un intervalo de entre 1:1000 y 1:200. Tras el paso
del enlace, se sedimenta la resina mediante centrifugacion, se extrae y salva el sobrenadante, y se lava la resina 3 veces
(durante unos 2 minutos cada vez) en tamp6n que tiene HEPES 50 mM, pH 8, MgCl, 5 mM y deoxicolato:lisolecitina
0,15%. Para eluir el receptor unido a WGA, se extrae la resina tres veces mediante mezclado repetido (mezclador
vortex a baja velocidad) durante un periodo de 15-30 minutos en hielo, con 3 columnas de resina cada vez, de N-N’-
N”-triacetilquitotriosa 10 mM en el mismo tamp6én HEPES usado para lavar la resina. Tras cada paso de elucién, se
centrifuga la resina y se extrae cuidadosamente el sobrenadante, libre de sedimentos de WGA-agarosa. Los tres eluidos
reunidos contienen el receptor final purificado. El material no enlazado a WGA contiene subunidades de proteina G
especificamente eluidas a partir de la columna de estreptavidina, ademds de contaminantes no especificos. Todas estas
fracciones se almacenan congeladas a -90°C.
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Ejemplo 11
Identificacion de los compuestos de prueba que se unen a polipéptidos LT-GPCR

Los polipéptidos LT-GPCR purificados que comprenden una proteina glutation-S-transferasa, y que estian adsorbi-
dos a pocillos derivatizados con glutatién, de placas microtiter con 96 pocillos, se ponen en contacto con compuestos
de prueba de una pequefia biblioteca molecular a pH 7.0, en una solucién tampdn de fisioldgica. Los polipéptidos LT-
GPCR comprenden una secuencia de aminoacidos mostrada en ID. SEC. NO: 2. Los compuestos de prueba compren-
den una etiqueta fluorescente. Las muestras se incuban de 5 minutos a 1 hora. Las muestras control se incuban en
ausencia del compuesto de prueba.

La solucién tampdn que contiene los compuestos de prueba se lava y quita de los pocillos. La unién de un com-
puesto de prueba con un polipéptido LT-GPCR se detecta mediante mediciones de fluorescencia de los contenidos de
los pocillos. Se identifica un compuesto de prueba que aumenta la fluorescencia en un pocillo en al menos un 15% en
relacion con la fluorescencia de un pocillo en el que no se incub6 ninglin compuesto de prueba, como un compuesto
que se une a un polipéptido LT-GPCR.

Ejemplo 12
Identificacion de un compuesto de prueba que disminuye la expresion del gen LT-GPCR

Se administra un compuesto de prueba a un cultivo de células gastricas humanas, y se incuba a 37°C de 10 a 45
minutos. Se incuba un cultivo del mismo tipo de células incubadas, durante el mismo tiempo, pero sin el compuesto
de prueba, para tener un control negativo.

Se aisla el ARN de los dos cultivos tal como se describe en Chirgwin et al., Biochem. 18, 5294-99, 1979). Se
preparan transferencias Northern usando de 20 a 30 ug de ARN total, y se hibrida con una sonda especifica LT-GPCR
marcada con ¥P, a 65°C, en Express-hyb (CLONTECH). La sonda comprende al menos 11 nucleétidos contiguos
seleccionados del complemento de ID. SEC. NO: 1. Se identifica como inhibidor de la expresién del gen LT-GPCR,
un compuesto de prueba que disminuye la sefial especifica de LT-GPCR en relacién con la sefial obtenida en ausencia
del compuesto de prueba.

Ejemplo 13

Tratamiento del sindrome de Zollinger-Ellison con un re-agente que se une especificamente con un producto del gen
LT-GPCR

La sintesis de los oligonucle6tidos LT-GPCR de sentido contrario, que comprende al menos 11 nucleétidos conti-
guos seleccionados del complemente de ID. SEC. NO: 1, se lleva a cabo en un sintetizador Pharmacia Gene Assembler
series, usando el procedimiento de fosforamidita (Uhlmann et al., Chem. Rev. 90, 534-83, 1990). Tras el ensamblaje
y la desproteccion, se precipitan los oligonucleétidos dos veces en etanol, se secan, y se suspenden en tampén fosfato
salino (PBS), a la concentracién deseada. La pureza de estos oligonucleétidos se analiza mediante electroforesis de
capilaridad en gel, y mediante HPLC de intercambio catidnico. Los niveles de endotoxina en la preparacién de oligo-
nucledtidos se determina usando el ensayo de amebocito Limulus (Bang, Biol. Bull. (Woods Hole, Mass.) 105, 361-
362, 1953).

Los oligonucledtidos de sentido contrario se administran al paciente con sindrome de Zollinger-Ellison. Se dismi-
nuye la gravedad del sindrome Zollinger-Ellison del paciente.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para monitorizar agentes que disminuyen la actividad de un LT-GPCR, que comprende los
pasos de:

i) poner en contacto un compuesto de prueba, con el polipéptido LT-GPCR codificado por cualquier polinu-
cleétido seleccionado del grupo constituido por:

a) un polinucleétido que codifica un polipéptido LT-GPCR que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en ID. SEQ NO: 2; y

b) un polinucleétido que comprende la secuencia de ID. SEC. NO: 1;

¢) un polinucleétido cuya secuencia se desvia de las secuencias de polinucleétidos especificadas en (a) y
en (b) debido a la degeneracién del cédigo genético; y

ii) detectar la uni6én del compuesto de prueba con el polipéptido LT_GPCR, en el que un compuesto de prueba
que se une al polipéptido se identifica como un agente terapéutico potencial para disminuir la actividad de
un LT-GPCR.

2. Un procedimiento para monitorizar agentes que regulan la actividad de un LT-GPCR, que comprende los pasos
de:

i) poner en contacto un compuesto de prueba, con el polipéptido LT-GPCR codificado por cualquier polinu-
cledtido especificado en la Reivindicacién 1; y

ii) detectar una actividad LT-GPCR del polipéptido, en el que un compuesto de prueba que aumenta la ac-
tividad LT-GPCR, se identifica como un agente terapéutico potencial para aumentar la actividad del LT-
GPCR, y en el que un compuesto de prueba que disminuye la actividad LT-GPCR del polipéptido se iden-
tifica como un agente terapéutico potencial para disminuir la actividad del LT-GPCR.

3. Un procedimiento para monitorizar agentes que disminuyen la actividad de un LT-GPCR, que comprende los
pasos de:

i) poner en contacto un compuesto de prueba con cualquier polinucleétido especificado en la Reivindicacién
ly
ii) detectar el enlace del compuesto de prueba con el polinucleétido, en el que un compuesto de prueba que se

une con el polinucleétido se identifica como un agente potencial terapéutico para disminuir la actividad de
LT-GPCR.
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Fig. 1

gcttectect
tctttacaag
attcaacaaa
ccaaaataga
gaattgcaca
aaggaggctg
ttecagtgcta
acacccaggce

Fig. 2
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caccaaagca
ttgcattceg
gatggaaaac
gtagataccc
gctgttgcag
gggtgccata
aactatgcag
ctgcatcetg

FTSFNSLHSA
IAHGADAVAA
TQAXSLLHPV

aaaaagagaa
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gacgtactgt
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cccggtggga
tactctattce
ttttaatgga
tggtttatac
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LISTA DE SECUENCIAS

caccaaagca
ttgcattccg
gatggaaaac
gtagataccc
gctgttgcag
gggtgccata
aactatgcag
ctgcatcctg

aaaaagagaa
caatggaaag
gacgtactgt
accacatccce
cceggtggga
tactctattc
ttttaatgga
tggtttatac

ctcagaccaa
ctttttccaa
ggttaccecct
tgttaatgtg
tttegatttg
agatgaaaat
tttgacggga
taccgccatc

ctgatgactc
gccactggaa
gtgattctca
acactgcgtc
ctgaacggac
atcactacga
tctgaactat
attctectc

Phe Leu Leu Pro Phe Ser His Gln Ser Lys Lys Glu Asn Ser Asp Gln

1

5

10

15

Leu Met Thr Leu Phe Thr Ser Phe Asn Ser Leu His Ser Ala Met Glu

120
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240
300
360
420
479
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Ser

Lys

Val

65

Ile

Leu

Ser

Ala

Ser
145

Phe

Arg

50

Asn

Ala

Asn

Asp

val

130

Leu

Phe

35

Val

His

Gly

Glu

115

Leu

Leu

20

Gln Ala

Thr Val

Asp Thr

Gly Ala

85

Gln Gly

100

Asn Ile

Met Asp

His Pro
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Thr

Val

His

70

Asp

Gly

Thr

Leu

Val
150

Gly

Thr

55

His

Ala

Trp

Thr

Thr
135

Val

Asn

40

Pro

Ile

Val

Lys

Ile

120

Gly

Tyr

25

Ser

Val

Pro

Ala

Ser

105

Gln

Ser

Thr

Thr

Ile

vVal

Ala

90

Asp

Cys

Glu

Thr

Asn

Leu

Asn

75

Arg

Gly

Tyr

Leu

Ala
155

Leu

Thr

60

Val

Trp

Cys

Ser

Tyr

140

Ile

Ala

45

Lys

Thr

Asp

His

Leu

125

Thr

Ile

30

Asp

Ile

Leu

Phe

Ile

110

Ser

Gln

Leu

Asp

Asp

Arg

Asp

S5

Leu

Asn

Leu

Gly

Gly

Arg
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Leu
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Tyr
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