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DESCRIPCION
Proteinas G

La presente invencidon es tal como se define en las reivindicaciones, y se refiere a proteinas G mutantes, y en
particular a subunidades alfa mutantes de una proteina G heterotrimérica. También se refiere a productos que
comprenden tales mutantes, a usos de los mutantes, y a métodos que involucran tales mutantes.

Las proteinas G se unen a nucleétidos de guanina y actuan como interruptores moleculares en varias rutas de
seflalizacién mediante la interconversién entre un estado inactivo unido a GDP y un estado activo unido a GTP.
Consisten en dos clases principales: proteinas G pequefias monoméricas y proteinas G heterotriméricas.
Mientras que las proteinas G pequefias y la subunidad alfa (Ga) de las proteinas G heterotriméricas contienen un
dominio GTPasa (dominio G), Go contiene un dominio helicoidal adicional (dominio H) y también forma un
complejo con las subunidades G beta (GB) y G gamma (Gy). Aunque experimentan un ciclo de sefializacion
similar, su activacion difiere en un aspecto importante. Los factores de intercambio de nucleétidos de guanina
(GEF) de las proteinas G pequefias son en gran medida proteinas citosdlicas, mientras que los GEF de las
subunidades Ga son habitualmente receptores acoplados a proteinas G unidos a la membrana (GPCR). Mientras
que los GEF de las proteinas G pequefias interactian directamente con la regién de union de GDP, los GPCR se
unen a Go en un sitio a casi 30 A de la regién de unién de GDP y desencadenan alostéricamente la liberacién de
GDP para activarlos.

Los GPCR constituyen una familia muy grande de proteinas que controlan muchos procesos fisiolégicos y son
las dianas de muchos farmacos eficaces. Por tanto, tienen una importancia farmacolégica considerable. Se hace
referencia en particular a Overington et al. (2006) Nature Rev. Drug Discovery 5, 993-996 que indica que mas de
una cuarta parte de los medicamentos actuales tienen un GPCR como diana. Se proporciona una lista de GPCR
en Foord et al. (2005) Pharmacol Rev. 57, 279-288.

Tres décadas de investigacion bioquimica y biofisica han producido un modelo de activacidén de la proteina G por
GPCR. La unidn del agonista a un GPCR induce cambios sutiles en la estructura del receptor’*, lo que permite
que se produzca una interaccion productiva con la proteina G. Es probable que este proceso comprenda al
menos dos etapas: una interaccion de acoplamiento inicial, que posiblemente involucre las subunidades By de la
proteina G o los restos lipidicos, induce un cambio conformacional en el extremo C-terminal de la subunidad o>
El extremo C-terminal, que es la principal region de union al receptor’ y determinante de la especificidad del
receptor®® puede entonces entrar en contacto completamente con el receptor. Esta interaccién desencadena
cambios conformacionales inducidos mutuamente tanto en la proteina G como en el receptor’. En la proteina G,
estos cambios se propagan al bolsillo de union de nucleotido, lo que da como resultado la liberacion de GDP10.11,
En el receptor, los cambios conformacionales retroalimentan el bolsillo de unién de ligando, lo que reduce la tasa
de disociacién del ligando, lo que da como resultado una afinidad de unidn del agonista significativamente
aumentada’®'®. Es probable que el mecanismo de este cambio de afinidad sea el resultado de una
reorganizacion sutil del bolsillo de unién de ligando o de la transicién del complejo a un estado de menor energia
debido a la estabilizacidon conformacional impartida por la unidén de la proteina G. En este complejo ternario, el
receptor actla como chaperona, protegiendo a la proteina G libre de nucledtidos, térmicamente labil, de la
desnaturalizacion'#'%. En ausencia de nucleotidos de guanina, este complejo es estable; sin embargo, in vivo, el
GTP se une rapidamente debido a su alta concentracién celular'2'4. Esto desencadena un cambio
conformacional, que provoca la disociacion de la proteina G del receptor'®17, y la separacién de las subunidades
Go y By''8. Las subunidades «-GTP y Py activadas pueden entonces estimular sus respectivas rutas de
sefializacién descendentes.

El mapeo de resolucion atomica del bolsillo de unidn de ligando es de gran importancia para el disefio de
farmacos para modular la actividad de GPCR. Por tanto, la metodologia para cristalizar receptores en su
conformacion de alta afinidad unida al agonista es un prerrequisito clave para el disefio eficiente basado en la
estructura de compuestos agonistas. Hasta la fecha, tres enfoques han logrado esto: en primer lugar, el péptido
C-terminal de transducina se cristalizé en complejo con opsina®® y metarrodopsina 1137; en segundo lugar, un
anticuerpo de camélido (Nb80), que induce el estado de alta afinidad unido al agonista, se cristalizé en complejo
con P2AR3®; en tercer lugar, Gs heterotrimérico se cristalizé en complejo con B2AR'0. A pesar de la valiosa
informacidén sobre la activacion de GPCR que proporcionan estas estructuras, tienen varias desventajas
importantes para aplicaciones mas amplias de disefio de farmacos basadas en estructuras. Los complejos de
opsina y metarrodopsina Il se resolvieron a 3,2 A y 2,85 A respectivamente, y en ambos casos |la densidad
electronica alrededor del bolsillo de unién de cromaforo fue fuerte®®%’. Sin embargo, el uso de péptidos C-
terminales de la proteina G para estabilizar la conformacion activa de otros GPCR no ha tenido éxito'®. Ademas,
los cambios conformacionales inducidos por el péptido transducina son mucho mas pequefios que los
observados en el complejo P2AR-Gs'®, lo que indica que estas estructuras representan una conformacion
intermedia a lo largo de la ruta de activacion. El complejo Nb80-P2AR se resolvié con una resolucion de 3,5 Ay
también mostré una buena densidad electronica alrededor del bolsillo de unidn de ligando®. Sin embargo, los
cambios conformacionales inducidos por Nb80 son menores que los observados en el complejo B2AR-Gs™0, lo
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que sugiere que esta estructura también puede representar una conformacién intermedia. Ademas, aunque Nb80
se derivd especificamente para unirse a $2AR vy, por tanto, es probable que se acople eficientemente a otros
GPCR estrechamente relacionados (por ejemplo, B1AR), es posible que sea necesario generar nuevos
nanocuerpos contra receptores mas distantemente relacionados. El complejo B2AR-Gs se resolvid con una
resolucién de 3,2 A, sin embargo, en esta estructura la densidad de electrones alrededor del bolsillo de unién de
ligando era muy mala. Ademas, la complejidad de la cristalizacién de complejos de proteina G-GPCR significa
que esta estrategia tiene una utilidad limitada para aplicaciones de disefio de farmacos basadas en la estructura
mas amplias. Todos los complejos mencionados anteriormente se resolvieron con una resolucién media-alta, sin
embargo, proporcionaron detalles insuficientes alrededor del bolsillo de unién de ligando para definir con
precision los cambios estructurales asociados con la conformacion unida al agonista de alta afinidad. Por tanto,
para definir con precision estos cambios y permitir un disefio de farmacos 6ptimo basado en la estructura, existe
urj&fuerte requisito de resolver las estructuras de los complejos proteina G-GPCR con una resolucién mayor de
2

Los dominios GTPasa separados y helicoidales de la proteina G estimuladora (Gas) se han transfectado
previamente en células COS-74'. Sin embargo, individualmente, ninguna proteina aumento la produccion de
AMPc celular. Ademas, no se realizé ninguna investigacion sobre la capacidad de la GTPasa para unirse a un
GPCR.

También se ha demostrado que las subunidades Ga interactian con GPCR de una manera independiente de Py
y experimentan un intercambio de nucledtidos en presencia de un gran exceso de receptor, aunque con una
cinética mucho mas lenta que la holoenzima*?® 45 %6 Sin embargo, todos los constructos contenian un dominio
helicoidal intacto.

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

En el presente documento, se describe el disefio de dominios alfa de proteina G modificados por ingenieria
minimos (MEGA) que se acoplan a GPCR y pueden inducir los cambios farmacolégicos y conformacionales
centrales asociados con el estado de unién al agonista de alta afinidad. Los dominios MEGA pueden
considerarse versiones minimas de la subunidad Gua, que carecen de parte o de la totalidad del dominio
helicoidal, que pueden acoplarse a GPCR incluso en ausencia del dimero fy. Se han identificado mutaciones que
mejoran tanto la expresién como la estabilidad de los dominios MEGA, al tiempo que conservan las propiedades
basicas de unién del nucleétido de guanina y la funcionalidad de la proteina. Las mutaciones que se han
descubierto estan bien conservadas entre las proteinas G heterotriméricas y se cree que se transfieren a
miembros de las cuatro clases de subunidades o. Por tanto, este enfoque puede usarse para producir un
repertorio de dominios GTPasa que pueden acoplarse a diferentes GPCR. Una descripcion alternativa de los
dominios MEGA es la de miniproteinas G, y ambas definiciones pueden usarse para describir las proteinas G
mutantes de la invencion.

La subunidad Ga mutante de la presente invencién es tal como se define en las reivindicaciones. En la medida
en que otras subunidades Ga mutantes se describen en el presente documento, se incluyen Unicamente con
fines de referencia.

Por consiguiente, un primer aspecto de la invencién proporciona un mutante de una subunidad alfa de proteina G
(Ga) heterotrimérica parental, mutante que (i) carece de al menos una hélice del dominio helicoidal de la
subunidad Ga parental; (ii) puede unirse a un GPCR en ausencia de una subunidad beta (Gy) de proteina G
heterotrimérica y una subunidad gamma de proteina G (Gy) heterotrimérica; y (iii) tiene una secuencia de
aminoacidos que contiene una o mas mutaciones en comparacion con la secuencia de aminoéacidos de la
subunidad Go heterotrimérica parental, mutaciones que se seleccionan de una delecién, una sustituciéon y una
insercion, y en el que la subunidad Go mutante comprende un dominio GTPasa.

Se da a conocer en el presente documento un mutante de una subunidad alfa de proteina G (Ga) heterotrimérica
parental, mutante que (i) carece de al menos una hélice del dominio helicoidal de la subunidad Ga parental; (i)
puede unirse a un GPCR en ausencia de una subunidad beta de proteina G heterotrimérica (Gp) y una
subunidad gamma de proteina G heterotrimérica (Gy); vy iii) tiene una secuencia de aminoacidos que contiene
una 0 mas mutaciones en comparacién con la secuencia de aminoacidos de la subunidad Ga heterotrimérica
parental, mutaciones que se seleccionan de una delecidon, una sustitucién y una insercién.

Por proteina G heterotrimérica, se incluye el significado de una proteina que esta constituida por tres
subunidades, una subunidad alfa de unién al nucledtido guanilo (Ga), una subunidad beta (GB) y una subunidad
gamma (Gy). Tales proteinas heterotriméricas transducen sefiales desde un GPCR hasta un efector descendente
tal como se describié anteriormente. Las subunidades Go de cualquier proteina G heterotrimérica pueden usarse
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en la practica de la presente invencién. Normalmente, las subunidades Gu tienen una longitud de entre 350 y
400 aminoacidos y pesos moleculares en el intervalo de 40-45 kDa. Existen cuatro familias de subunidades Ga
agrupadas basandose la similitud de secuencia y la funcién, que contienen un total de diecisiete subunidades
Go, cualquiera de las cuales puede usarse para poner en practica la presente invencién:

Gas: Gas, Gaorr (olfativa)

Guai: Gaiit, Gaiz, Gais, Gato1, Goloz, Goz, Gatt, Gae, Gous (gustducina)
Gagn1: Gag, Got1, Ga1, Gous (@ veces denominada 16)

Govt2r13. Gavrz, Gous

Las familias Gs y Gi regulan la actividad de la adenilil ciclasa, mientras que Gq activa la fosfolipasa C y G213
puede activar pequefias familias de GTPasa.

También existen clases fungicas y vegetales de subunidades alfa. Por ejemplo, se sabe que las levaduras usan
la ruta GPCR/proteina G; la transduccién de sefiales del factor de apareamiento en Saccharomyces cerevisiae
estd mediada por la subunidad alfa 1 de la proteina G (GP-1). Urano et al. también revisan la sefializacion de la
proteina G en plantas estudiadas principalmente en dos organismos modelo Arabidopsis thaliana y arroz (Oryza
sativa) (Urano et al. Open Biol. marzo de 2013;3(3):120186). Todas de tales subunidades Ga estan incluidas en
el alcance de la invencién. Se conocen bien en la técnica detalles adicionales sobre subunidades Go adecuadas
y su clasificacion, y pueden encontrarse en http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR001019, y en Flock et al. 2015
(Nature 524: 173) y Anantharanman et al.,, 2011 (Gene 475: 63-78). También puede encontrarse informacion
sobre a qué subunidad Gua se acopla un GPCR determinado consultando la bibliografia cientifica y bases de
datos disponibles en linea tales como
http://www.guidetopharmacology.org/GRAC/ReceptorFamiliesForward?type=GPCR (véase también Alexander et
al., (2015) The Concise Guide to PHARMACOLOGY 2015/16: G protein-coupled receptors. Br J Pharmacol. 172:
5744-5869). A continuacion se proporcionan detalles adicionales de a qué GPCR puede unirse la subunidad Ga
mutante de la invencién, incluyendo ejemplos de GPCR particulares, en relacién con el tercer aspecto de la
invencion.

Las secuencias de aminoacidos (y las secuencias de nucledtidos de los ADNc que las codifican) de muchas
subunidades de Ga estan facilmente disponibles, por ejemplo, mediante referencia a GenBank o UniProt. En
particular, Flock et al., 2015 (Nature 524: 173) proporcionan los identificadores de genes humanos para todos los
paralogos de Go humanos de UniProt (http://iwww.uniprot.org/uniprot). Cabe sefialar, también, que como la
secuencia de un numero cada vez mayor de genomas esta completa, las secuencias de aminoacidos de las
subunidades Go pueden deducirse de eso.

Aunque Ga puede derivarse de cualquier fuente, se prefiere especialmente si proviene de una fuente eucariota.
Se prefiere particularmente si se deriva de una fuente animal (por ejemplo, vertebrado), tal como un mamifero o
un ave. Se prefiere particularmente si la subunidad Ga se deriva de rata, ratén, conejo o perro o de primate no
humano o del hombre, o de pollo o0 pavo. Para evitar dudas, se incluye dentro del significado de “derivado de”
que un ADNc o gen se obtuvo originalmente usando material genético de la fuente, pero que la proteina puede
expresarse en cualquier célula huésped posteriormente. Por tanto, sera evidente que Go eucariota (tal como Ga
aviar o de mamifero) puede expresarse en una célula huésped procariota, tal como E. coli, pero considerarse
derivado de aves o de mamiferos, segun sea el caso.

Las subunidades Go comprenden dos dominios: un dominio de unién a GTP y un dominio helicoidal. EI dominio
de unién de GTP es homélogo a las GTPasa pequefias similares a Ras e incluye las regiones interruptoras | y I,
que cambian de conformacién durante la activacién. Las regiones interruptoras son bucles de hélices alfa con
conformaciones sensibles a los nucleétidos de guanina.

Por dominio helicoidal de una subunidad G, se incluye el significado del dominio de insercién helicoidal que se
inserta en el dominio de uniéon de GTP antes de la regidon interruptora | y es exclusivo de las proteinas G
heterotriméricas. Este dominio helicoidal funciona para secuestrar el nucleétido de guanina en la superficie de
contacto con el dominio de unién a GTP y debe cambiarse para permitir la disociacion del nucleétido. Flock et al.
(2015) han realizado un alineamiento estructural y de secuencia de subunidades de Ga de diversos organismos
y han demostrado que el dominio helicoidal de una subunidad de Ga comprende seis hélices alfa, denominadas
hélice A, hélice B, hélice C, hélice D, hélice E y hélice F. Por tanto, el dominio helicoidal puede considerarse
como la regién entre el primer residuo de aminoacido de la hélice Ay el residuo de aminoacido final de la hélice
F dentro de la secuencia de aminoacidos de una subunidad de Go. Sin embargo, se entendera que también
puede considerarse que el dominio helicoidal se extiende mas alla de estas hélices alfa para abarcar las regiones
de bucle circundantes, es decir, el bucle antes de la hélice Ay el bucle después de la hélice F, de modo que los
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limites del dominio helicoidal no son absolutos.

En una realizacion, la subunidad Go mutante carece de al menos una de las hélices alfa A, B, C, D, Eo F de la
subunidad Ga heterotrimérica parental, tal como al menos dos, tres, cuatro, cinco o las seis hélices alfa A, B, C,
D, E o F. Cuando la subunidad Go mutante carece de mas de una de las hélices alfa A, B, C, D, Eo F, la
subunidad Ga mutante normalmente también carece de los bucles intermedios. Por tanto, si la subunidad Ga
mutante carece de la hélice Ay la hélice B, la subunidad Ga mutante normalmente también careceria del bucle
que conecta la hélice A con la hélice B, y asi sucesivamente.

En una realizacién preferida, la subunidad Go. mutante carece de las hélices alfa A, B, C, D y E del dominio
helicoidal de la subunidad Ga parental y de las regiones de bucle intermedias.

En otra realizacién preferida, la subunidad Ga mutante carece de las hélices alfa A, B, C, D, E y F del dominio
helicoidal de la subunidad Go parental y de las regiones de bucle intermedias.

El posicionamiento de las hélices alfa A a F en relacion con las secuencias de aminoacidos de los diecisiete
paralogos de Go humanos se ilustra en la figura 25 (que corresponde a la fecha extendida, figura 1 de Flock et
al. 2015 (Nature 524: 173), y se apreciara que el experto puede determinar facilmente su ubicacién dentro de
otras proteinas Gu, por ejemplo, mediante la alineacion de proteinas y/o haciendo uso de algoritmos informaticos
que predicen la estructura secundaria (véase, por ejemplo, Flock et al., 2015). Por ejemplo, la hélice A en una
segunda proteina Go seria la hélice alfa que es analoga a la hélice A en uno de los paralogos de Ga humanos
enumerados en la figura 25. Puede identificarse una hélice analoga en la segunda subunidad Go buscando una
secuencia de aminoacidos similar que defina la hélice A en la secuencia de uno de los paralogos de la subunidad
Go humana, por ejemplo, mediante alineamiento de secuencia. Ademas, existen ampliamente disponibles en la
técnica algoritmos informaticos que pueden usarse para predecir la presencia de motivos proteicos basandose
en una secuencia de aminoacidos. Basandose en la posicion relativa de una hélice alfa particular dentro de la
secuencia de aminoacidos y su posicion relativa a otros motivos y hélices alfa, puede identificarse facilmente una
hélice analoga.

Para permitir la comparacién de cualquier residuo/posicién de aminoacido entre diferentes proteinas Gu, Flock et
al., 2015 (Nature 524: 173) han ideado un sistema de numeracidon de Ga comun (CGN). EI CGN proporciona una
“direccion” para cada residuo en el formato DSP, haciendo referencia a: (1) el dominio (D); (2) la secuencia
secundaria de consenso (S); y (3) la posicion (P) dentro del elemento de estructura secundaria. Por ejemplo, la
fenilalanina 336 en Gui1 se denota como Phe336¢H58 ya que es el octavo residuo de aminoacido dentro de la
hélice de consenso H5 del dominio G. La posicion correspondiente en Gas2 es Phe376GH58 | os bucles estan
marcados con letras minUsculas de sus elementos de estructura secundaria (SSE) flanqueantes; por ejemplo,
s6h5 se refiere al bucle que conecta la cadena S6 con la hélice H5 (véase la figura 25). Hay un servidor web de
mapeo del CGN disponible en http://mrc-Imb.cam.ac.uk/CGN.

Se apreciara que el CGN puede usarse para identificar los limites de cada una de las hélices A-F en cualquier
subunidad Ga.. Por ejemplo, el primer residuo de la hélice A (H.HA) en Gas es Asp85HHAT y el residuo final de la
hélice F (H.HF) en Gas es Arg199"HFé Por tanto, la subunidad Go mutante puede carecer del dominio helicoidal
de la subunidad Go parental correspondiente a la region definida por el residuo de aminoacido Asp85 al residuo
de aminoacido Arg199 de la isoforma larga de Gas humana tal como se expone en la figura 1y la figura 25.

Por “region correspondiente”, se incluye el significado de la regién en la secuencia de aminoacidos de una
segunda subunidad Go que se alinea con la region en una primera subunidad Ga (por ejemplo, la regidon definida
por el aminoacido Asp85 al residuo de aminoacido Arg199 de la isoforma larga de Gas humana), cuando la
primera y la segunda subunidad Ga se comparan por alineacion, por ejemplo, usando MacVector y Clustal W.
Por ejemplo, la figura 25 muestra una alineacién de todas las subunidades Ga humanas, a partir de la cual
puede identificarse la regidn correspondiente a la region definida por el aminoacido Asp85 al residuo de
aminoacido Arg199 de la isoforma larga de Gas humana, en otras subunidades Go humanas. Se apreciara que
también pueden identificarse regiones en otras subunidades Go humanas correspondientes a diferentes regiones
en la isoforma larga de la subunidad Go humana.

En una realizacion especifica, la subunidad Go mutante carece de una regidén del dominio helicoidal de la
subunidad Ga heterotrimérica parental correspondiente a los residuos de aminoacidos 70 a 193, 71 a 193, 85 a
193, 0 85 a 199 segun la numeracion de la isoforma larga de la subunidad Go-s humana tal como se expone en
la figura 1.

Se entendera que cuando la subunidad Go mutante carece de todo el dominio helicoidal, la subunidad Gua
mutante de la invencién puede considerarse un dominio GTPasa aislado 0 una subunidad Go sin su dominio
helicoidal.
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El experto en la técnica puede determinar si una subunidad Ga mutante dada carece o no de al menos una
hélice del dominio helicoidal de la subunidad Gu parental, por ejemplo, alineando la secuencia de aminoacidos
de la subunidad Ga mutante con la secuencia de aminoacidos de la subunidad Ga parental y evaluando si la
secuencia de aminoacidos correspondiente a la al menos una hélice del dominio helicoidal de la subunidad Go
parental esta presente 0 no en la secuencia de aminoéacidos de la subunidad Ga mutante. Puede realizarse un
anélisis similar a nivel de secuencia de nucleétidos.

Al decir que puede unirse a un GPCR en ausencia de una subunidad beta de proteina G (Gf) heterotrimérica y
una subunidad gamma de proteina G (Gy) heterotrimérica, se incluye el significado de que la subunidad Go ho
requiere la presencia de una subunidad G y una subunidad Gy para unirse a un GPCR. En otras palabras, la
subunidad Go mutante de la invencidon puede unirse a un GPCR de una manera independiente de By.
Preferiblemente, la subunidad Ga. mutante de la invencion debe unirse a un GPCR con una afinidad similar (es
decir, normalmente dentro de 1-3 veces) a la que la subunidad Ga parental se une al mismo GPCR cuando la
subunidad Ga parental se une en combinacién con la subunidad By. En otras palabras, la subunidad Goa mutante
deberia unirse a un GPCR con una afinidad similar a la que tiene la proteina G heterotrimérica original con el
mismo GPCR. Al decir que se une a un GPCR, se incluye el significado de unirse a un GPCR cuando se une a
su agonista.

Pueden usarse diversos métodos para determinar la unién entre un GPCR y un compuesto de prueba,
incluyendo, por ejemplo, cromatografia de exclusidon molecular, ensayos de inmunoadsorcién ligados a enzimas
(ELISA), ensayos de resonancia de plasmén superficial, ensayos basados en chips, inmunocitofluorescencia,
tecnologia de doble hibrido de levadura y presentacion en fagos que son practicas comunes en la técnica y se
describen, por ejemplo, en Plant et al. (1995) Analyt Biochem, 226(2), 342-348 y Sambrook et al. (2001)
Molecular Cloning A Laboratory Manual. Tercera edicion. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, Nueva York. Otros métodos para detectar la unién entre un compuesto de prueba y el GPCR incluyen la
ultrafiltracion con métodos de espectroscopia de masas por pulverizacion de iones/HPLC u otros métodos fisicos
y analiticos. Pueden usarse, por ejemplo, métodos de transferencia de resonancia de energia de fluorescencia
(FRET), bien conocidos por los expertos en la técnica, en los que puede medirse la unién de dos entidades
marcadas con fluorescencia midiendo la interaccion de las marcas fluorescentes cuando estan muy proximas
entre si. En el documento W0O2009/081 136 se describen métodos adicionales.

En una realizacién, la subunidad Go mutante puede unirse funcionalmente a un GPCR en ausencia de una
subunidad Gp y una subunidad Gy. Por “unién funcional”, se incluye el significado de que la subunidad Go
mutante puede unirse a un GPCR expresado sobre la superficie de una célula de tal manera que puede
transducir una sefial del GPCR (por ejemplo, habiéndose unido a un modulador, tal como un ligando del
receptor) en la célula a través de componentes de una ruta de sefializacion de la célula. Otro término para tal
unién funcional es acoplamiento. Tal como se explico anteriormente, las proteinas G heterotriméricas se acoplan
con los GPCR y transducen eficazmente una sefial desde el GPCR hasta los efectores posteriores.
Especificamente, la unién de ligandos tales como hormonas y neurotransmisores a un GPCR activa el receptor
provocando un cambio conformacional, que a su vez activa la proteina G unida en el lado intracelular de la
membrana. El receptor activado promueve el intercambio de GDP unido por GTP en la subunidad Ga. La unién
de GTP cambia la conformacion de las regiones interruptoras dentro de Gu, |0 que permite que la proteina G
trimérica unida (inactiva) se libere del receptor y se disocie en la subunidad Ga activa (unida a GTP) y un dimero
By. La subunidad Ga y el dimero By contindan activando distintos efectores posteriores, tales como la adenilil
ciclasa, las fosfodiesterasas, la fosfolipasa C, y los canales iénicos. Estos efectores a su vez regulan las
concentraciones intracelulares de mensajeros secundarios, tales como AMPc, GMPc, diacilglicerol, cationes de
sodio o calcio, que en Ultima instancia conducen a una respuesta fisiolégica, generalmente a través de la
regulacién posterior de la transcripcién genética. El ciclo se completa con la hidrélisis del GTP unido a la
subunidad alfa a GDP, lo que da como resultado la reasociacion de las subunidades alfa y beta/gamma y su
unién al receptor, lo que termina la sefial.

Puede observarse que la unidon funcional entre la subunidad Go mutante y un GPCR da como resultado la
activacion de la subunidad Ga de modo que pueda producir una sefial de proteina Ga en una célula. Por
consiguiente, en una realizacién, la subunidad Ga mutante puede unirse a un GPCR en ausencia de una
subunidad GB y una subunidad Gy, de modo que la subunidad Ga puede ser activada por el GPCR, por ejemplo,
como se manifiesta por la generaciéon o un aumento del nivel basal de una sefial de proteina Gua. Por sefial de
proteina Ga se incluye el significado de cualquier sefial posterior que normalmente esté asociada con la
transduccién de sefiales a través de la subunidad Gua particular en cuestion y, por tanto, puede usarse como
marcador para la activacién de la subunidad Ga. La sefial puede ser cualquiera de las sefiales descritas en el
presente documento y puede analizarse usando cualquier técnica adecuada en la técnica.

La unién funcional puede evaluarse en un ensayo celular, en el que un GPCR que puede transducir una sefial en
la célula se pone en contacto con la subunidad Go mutante y, tras la estimulacién del GPCR (por ejemplo, con
un ligando), se evalla la sefial de la proteina Gu. Preferiblemente, la célula coexpresa la subunidad Ga mutante
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y GPCR para mejorar la sefial, e incluso mas preferiblemente, la expresion de GPCR o la subunidad Ga mutante
esta controlada por un promotor inducible, numerosos ejemplos del cual se han descrito en la técnica y estan
generalmente disponibles. Sin embargo, puede usarse cualquier formato de ensayo que permita medir una sefial
de proteina Go después de la union de Go a su GPCR, y una vez que se haya estimulado el GPCR.
Preferiblemente, la sefial es detectable. La sefial puede corresponder al estado de unidn al nucledtido de guanilo
de la subunidad Go (por ejemplo, unido a GDP o unido a GTP), que puede evaluarse bioquimicamente en
proteinas purificadas o fracciones de proteinas enriquecidas, por ejemplo, donde se detecta la cantidad de
GTPyS radiomarcado. La sefial puede corresponder a la actividad GTPasa de la subunidad Go, o puede
corresponder a los niveles de mensajeros secundarios, o puede reflejar el estado de los efectores posteriores
(por ejemplo, el estado de fosforilacién o la actividad de las proteinas celulares). Alternativamente, el uso de un
gen reportero puede proporcionar una lectura, en la que la expresién del gen reportero estd controlada por la
sefial transducida a través de la subunidad Ga. Aun otro método es medir la afinidad del GPCR por su ligando.
Todavia otro método consiste en medir un fenotipo de la célula que se sabe que estad regulado por la
sefializacién a través de la subunidad Go (por ejemplo, el crecimiento o la morfologia celular). A continuacién se
proporcionan detalles adicionales.

Normalmente, la subunidad Go mutante se une funcionalmente a su GPCR de manera independiente de By con
una potencia similar o mayor que en presencia del dimero pBy. Normalmente, la sefial de la proteina Ga generada
cuando la subunidad Ga se une al GPCR en presencia y ausencia de un dimero y se encuentra dentro de 5-10
veces entre si, tal como, por ejemplo, dentro de 2-3 veces. Normalmente, la sefial de la proteina G generada
cuando la subunidad Ga se une al GPCR en ausencia de un dimero By no seria mas de 5 veces mas débil que la
sefial de la proteina Go generada cuando la subunidad Ga se une al GPCR en presencia de un dimero fy.

Se apreciara que la sefial de proteina Guo particular generada a partir de la unién funcional entre Go y el GPCR
(por ejemplo, activacion de Ga) a menudo dependera del tipo de subunidad Go en cuestion. Por ejemplo, las
subunidades Gu del tipo Gas median la transduccidon de sefiales a los efectores que estimulan la produccién de
AMP ciclico (AMPc) dentro de la célula. Por el contrario, las subunidades Ga del tipo Gai median la transduccidn
de sefiales a efectores que inhiben la produccion de AMP ciclico dentro de la célula. Otra clase de subunidad
Ga, del tipo Gaq, activa una ruta de la fosfolipasa C (PLC) que da como resultado la hidrélisis de fosfoinositidos
para generar dos clases de segundos mensajeros diferentes, concretamente, diacilglicerol (DAG) y fosfatos de
inositol. El diacilglicerol activa determinadas proteinas cinasas C (PKC) y determinados fosfatos de inositol
estimulan la movilizacion de calcio de los depésitos intracelulares. Se ha identificado una amplia variedad de
efectores intracelulares bajo el control de las subunidades Ga, incluyendo AMPc, GMPc, fosfodiesterasas,
fosfolipasa C y fosfolipasa A2. Ademas, la activacion de Ga puede modular una variedad de canales iénicos y
puede inhibir determinados transitorios de calcio sensibles a la tension, ademas de estimular los canales de
potasio cardiacos. El experto podra seleccionar un ensayo apropiado para una subunidad Go determinada
(véase, por ejemplo, Neves et al. (2002) Science 296. 1636-1639; y Cabrera-Vera et al. (2013) Endocrine
Reviews 24: 765-781).

Cuando se someten a prueba las subunidades de Go que modulan el AMPc, pueden usarse técnicas
convencionales para detectar el AMPc para evaluar la unidn funcional, tales como ensayos competitivos que
cuantifican [3H]JAMPc en presencia de AMPc no marcado.

La actividad enzimatica de la GTPasa por las subunidades de Ga puede medirse, por ejemplo en preparaciones
de membrana plasmética, determinando la degradacion de y32P GTP usando técnicas que se conocen bien en la
técnica (por ejemplo, véase Signal Transduction: A Practical Approach: G Milligan, Ed. Oxford University Press,
Oxford, Inglaterra).

Cuando se someten a prueba subunidades Ga que modulan la fosfolipasa C, los lipidos de inositol pueden
extraerse y analizarse usando técnicas de extraccién de lipidos convencionales. También puede medirse DAG
mediante cromatografia en capa fina. Los derivados solubles en agua de los tres lipidos de inositol (IP1, IP2, IP3)
también pueden cuantificarse mediante técnicas de radiomarcado o HPLC. También puede producirse DAG a
partir de fosfatidilcolina. La descomposicidon de este fosfolipido en respuesta a la activacién de Go también puede
medirse usando técnicas de radiomarcaje.

La movilizacion de calcio intracelular o la entrada de calcio desde el exterior de la célula puede medirse usando
técnicas convencionales. La eleccion del indicador de calcio apropiado, microelectrodos fluorescentes,
bioluminiscentes, metalocromicos o sensibles al calcio, depende del tipo de célula y de la magnitud y constante
de tiempo del acontecimiento en estudio (Borle (1990) Environ Health Perspect 84. 45-56). Como método a modo
de ejemplo de deteccién de calcio, las células podrian cargarse con el colorante fluorescente sensible al calcio
fura-2 o indo-1, usando métodos convencionales, y cualquier cambio en el calcio podria medirse usando un
fluorémetro.

Los ejemplos adicionales de ensayos adecuados incluyen: movilizacién de calcio (Gonzalez JE, Maher MP.
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Cellular fluorescent indicators and voltagefion probe reader (VIPR) tolos for ion channel and receptor drug
discovery. Receptors Channels. 2002;8(5-6):283-95, Dupriez VJ, Maes K, Le Poul E, Burgeon E, Detheux M.
Aequorin-based functional assays for G protein-coupled receptors, ion channels, and tyrosine kinase receptors.
Receptors Channels. 2002;8(5-6):319-30), cambios en los niveles de AMPc (Weber M, Ferrer M, Zheng W,
Inglese J, Strulovici B, Kunapuli P.A 1536-well cAMP assay for Gs- and Gi-coupled receptors using enzyme
fragmentation complementation. Assay Drug Dev Technol. Febrero de 2004;2(1):39-49.), activacion de las rutas
de cinasa (Leroy D, Missotten M, Waltzinger C, Martin T, Scheer A.G protein-coupled receptor-mediated ERK1/2
phosphorylation: towards a generic sensor of GPCR activation. J Recept Signal Transduct Res. 2007;27(1):83-
97)., regulacion de la transcripcidon génica, por ejemplo, mediante el uso de un gen reportero (Liu B, Wu D.
Analysis of the coupling of G12/13 to G protein-coupled receptors using a luciferase reporter assay. Methods Mol
Biol. 2004,;237:145-9, Kent TC, Thompson KS, Naylor LH. Development of a generic dual-reporter gene assay for
screening G-proteincoupled receptors J Biomol Screen. Agosto de 2005;10(5):437-46), reclutamiento de 13-
arrestina (Hudson CC, Oakley RH, Sjaastad MD, Loomis CR. High-content screening of known G protein-coupled
receptors by arrestin translocation Methods Enzymol. 2006;414.63-78), activacién de proteinas G, tal como
midiendo la actividad GTPasa (Jameson EE, Roof RA, Whorton MR, Mosberg HI, Sunahara RK, Neubig RR,
Kennedy RT.Real-time detection of basal and stimulated G protein GTPase activity using fluorescent GTP
analogues. J Biol Chem. Marzo de 2005 4;280(9):7712-9) o midiendo la unién de [35S]GTPgamma(y)S (Rodgers
G, Hubert C, McKinzie J, Suter T, Statnick M, Emmerson P, Stancato L. Development of displacement binding
and GTPgammas$ scintillation proximity assays for the identification of antagonists of the micro-opioid receptor.
Assay Drug Dev Technol. Octubre de 2003;1 (5).627-36).

En general, se ha demostrado que la unién de una proteina G a un GPCR aumenta la afinidad del GPCR por su
agonista (véase, por ejemplo, Leff (1995) TiPS 16: 89), y por eso, ademas de evaluar la activacion de la
subunidad Ga mutante, por ejemplo evaluando una sefial de la proteina Ga, una forma preferida de evaluar la
unién funcional entre una subunidad Go mutante y un GPCR es midiendo la afinidad del GPCR por su ligando.
De esta manera, la unién funcional puede caracterizarse por un aumento en la afinidad de un GPCR por su
agonista cuando el GPCR esta unido a la subunidad Go en comparacién con la afinidad del GPCR por su
agonista cuando el GPCR no esta unido a la subunidad Gua. Tal aumento de afinidad puede medirse usando
cualquier técnica adecuada en la técnica, incluyendo ensayos de union competitiva, opcionalmente donde uno o
ambos ligandos competitivos estan marcados de manera detectable. En los ejemplos se describe un ejemplo de
un ensayo de este tipo, que mide la competencia entre el antagonista 3H-dihidroalprenolol (3H-DHA) y el
agonista isoprenalina por la unién a un receptor beta adrenérgico en presencia y ausencia de Gus. Para
aumentar la sensibilidad de tales ensayos, puede ser deseable exponer también el GPCR y/o la subunidad Gua a
un agente que se sabe que estabiliza la subunidad Ga o la conformacién del agonista. Los ejemplos de dichos
agentes incluyen anticuerpos (por ejemplo, nanocuerpos) u otras proteinas cuya funcidon imita la del agonista
natural. Ejemplos especificos son nanocuerpo 35 (ref 40) y nanocuerpo 80 (ref 38), y se proporcionan ejemplos
adicionales en los documentos W02012007593, W0O2015121092, y W02014122183. Se apreciara que pueden
seleccionarse otros anticuerpos/nanocuerpos similares, por ejemplo, inyectando GPCR purificados 0 GPCR
sobreexpresados en células completas en ratones o llamas, seleccionando anticuerpos/nanocuerpos que se
unan al GPCR y seleccionando aquellos anticuerpos/nanocuerpos que activen el GPCR en células completas
(por ejemplo, mediante la deteccién de una mayor produccion de un efecto posterior de la ruta de sefializacién
activada por GPCR).

Cuando se sabe que la union de una proteina G a un GPCR aumenta la afinidad del GPCR por un agonista,
normalmente, la unién de la subunidad Ga mutante en ausencia de una subunidad G y una subunidad Gy a un
GPCR aumenta la afinidad del GPCR por el agonista al menos 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces 0 5 veces.
Preferiblemente, la unién de la subunidad Go. mutante en ausencia de una subunidad Gf y una subunidad Gy, a
un GPCR aumenta la afinidad del GPCR por el agonista al menos 10 veces, 50 veces 0 100 veces.

Se apreciara que algunas proteinas G pueden disminuir la afinidad de los GPCR por sus antagonistas, en cuyo
caso la unién funcional entre una subunidad Ga mutante y un GPCR puede evaluarse midiendo esta disminucién
en la afinidad. Pueden usarse ensayos similares a los descritos anteriormente para medir un aumento en la
afinidad por el agonista para medir una disminucién en la afinidad por los antagonistas. Cuando se sabe que la
unién de una proteina G a un GPCR disminuye la afinidad del GPCR por un antagonista, normalmente, la union
de la subunidad Go mutante en ausencia de una subunidad G y una subunidad Gy a un GPCR disminuye la
afinidad del GPCR por el antagonista al menos 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces 0 5 veces. Preferiblemente, la
uniéon de la subunidad Ga mutante en ausencia de una subunidad G y una subunidad Gy a un GPCR disminuye
la afinidad del GPCR por el antagonista al menos 10 veces, 50 veces, 100 veces o 150 veces.

Tal como se describié anteriormente, la interaccién entre un GPCR y una proteina G heterotrimérica induce
cambios conformacionales tanto en la proteina G como en el receptor. En particular, hay un movimiento del
extremo citoplasmatico de la hélice transmembrana 6 del GPCR de 10 A o mas lejos del nucleo del receptor. Por
tanto, se esperaria que la unién funcional de la subunidad Go. mutante en ausencia de una subunidad GB y una
subunidad Gy, a un GPCR, indujera uno 0 mas de estos cambios conformacionales que son evidentes cuando la
subunidad Ga original se une al GPCR junto con las subunidades Gf8 y Gy. Dicho de otra manera, se espera que
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la unién de la subunidad Go mutante haga que el GPCR adopte su conformacién unida a la proteina G. En una
realizacion, por tanto, la unién de la subunidad Ga mutante en ausencia de una subunidad G y una subunidad
Gy, a un GPCR, da como resultado el movimiento del extremo citoplasmatico de la hélice transmembrana 6 del
GPCR en 10 A o més lejos del nlcleo del receptor, tal como al menos 11 A, 12 A, 13 A, 14 A, 15 A 0 16 A lejos
del nucleo del receptor. Por tanto, se apreciara que esto proporciona otra forma de determinar si la subunidad Ga
se une funcionalmente a un GPCR o se acopla a él. En la técnica se conocen diversos métodos para investigar
la estructura de las proteinas y puede usarse cualquier método adecuado. Por ejemplo, puede usarse cualquier
técnica de biologia estructural tal como cristalografia de rayos X. Otros métodos incluyen microscopia
electrénica, RMN, medicion directa por espectroscopia EPR o FRET.

Aun otra forma de evaluar la unién o acoplamiento funcional entre una subunidad Gao mutante y un GPCR es
evaluar la estabilidad del complejo GPCR/agonista/subunidad Go mutante en condiciones de desnaturalizacién y
compararla con la estabilidad del complejo agonista GPCR en condiciones de desnaturalizacién. Si la estabilidad
(por ejemplo, termoestabilidad) del complejo GPCR/agonista/subunidad Ga mutante es mayor que la estabilidad
del complejo GPCR/agonista, esto seria indicativo de unién funcional. Se apreciara que cuando se mide la
termoestabilidad de un complejo de GPCR/proteina G, la temperatura del experimento debe realizarse dentro del
intervalo de temperatura tolerado por la subunidad Go. mutante (por ejemplo, para garantizar que sea posible
detectar la unidn del ligando). Normalmente, esto significa realizar el experimento por debajo de 35 °C, pero para
algunas subunidades de G particularmente inestables, puede ser necesario mantener la temperatura muy baja
(por ejemplo, por debajo de 10 °C). Por supuesto, también se apreciara que las mediciones de estabilidad
pueden realizarse en presencia de las subunidades fy. Puede usarse cualquier método adecuado para medir la
estabilidad, por ejemplo, tal como se describe a continuacién y en los ejemplos (véanse también las figuras 10,
11y 17).

En el ejemplo 5 también se describen ejemplos de ensayos que pueden usarse para evaluar si una subunidad
Go mutante se une o se acopla funcionalmente a un GPCR, e incluyen (i) un ensayo de cambio de afinidad del
agonista, (i) un ensayo de termoestabilidad, (iii) cromatografia de exclusion molecular con deteccién de
fluorescencia (FSEC), (iv) analisis de unién de saturacién basado en fluorescencia y (v) cromatografia de
exclusion molecular (SEC). Por tanto, se apreciara que cualquiera o mas de estos ensayos, o bien solos o bien
en combinacién con uno de los ensayos descritos anteriormente, pueden usarse para determinar la unioén o el
acoplamiento funcional entre una subunidad Ga mutante y un GPCR.

En una realizacion preferida, la subunidad Go mutante tiene una estabilidad aumentada en condiciones de
desnaturalizacidon en comparacion con su subunidad Go parental y/o se expresa a un nivel mayor que su
subunidad Ga parental, cuando se expresa en una célula. Por tanto, se apreciara que, en comparacion con su
subunidad Ga parental, la subunidad Ga mutante contiene una 0 mas mutaciones que aumentan la estabilidad
de la subunidad Go mutante en condiciones de desnaturalizacién y/o aumentan el nivel de expresion de la
subunidad Go mutante, cuando se expresa en una célula, en comparacién con su subunidad Ga parental.

La subunidad Go mutante puede ser una que tenga una estabilidad aumentada ante cualquier desnaturalizante o
condicién de desnaturalizacién, tal como ante uno cualquiera 0 mas de calor, un detergente, un agente
caotropico o un extremo de pH. Por tanto, se entiende que la subunidad Ga mutante puede tener una vida util
prolongada, en relacion con su progenitor, en condiciones desestabilizadoras.

En relacién con una estabilidad aumentada al calor (es decir, termoestabilidad), esto puede determinarse
faciimente midiendo la unidon a una pareja de unidon conocida (por ejemplo, GPCR) o usando métodos
espectroscopicos tales como fluorescencia, CD o dispersién de luz a una temperatura particular. Normalmente,
cuando la subunidad Ga se une a una pareja de union (por ejemplo, GPCR), la capacidad de la subunidad Ga
para unirse a esa pareja de unién (por ejemplo, GPCR) a una temperatura particular puede usarse para
determinar la termoestabilidad del mutante. Puede ser conveniente determinar un “cuasi Tm’, es decir, la
temperatura a la cual el 50 % de la subunidad Go se inactiva en condiciones establecidas después de la
incubacién durante un periodo de tiempo determinado (por ejemplo, 30 minutos). Las subunidades Ga mutantes
de mayor termoestabilidad tienen una cuasi Tm aumentada en comparacién con sus progenitores.
Alternativamente, la termoestabilidad puede evaluarse midiendo la estabilidad a una temperatura dada en
funcién del tiempo. Por ejemplo, puede determinarse la longitud de tiempo a una temperatura dada en la cual el
nivel de unién de la pareja de union (por ejemplo, GPCR) cae hasta el 50 % del nivel de unién de la pareja de
unién (por ejemplo, GPCR) en el tiempo cero (Shibata et al., 2009 J Mol Biol). Sin embargo, en cualquier caso se
entiende que la temperatura es el desnaturalizante.

En relacion con una estabilidad aumentada a un detergente o a un caotrépico, normalmente la subunidad Go se
incuba durante un tiempo definido en presencia de un detergente de prueba o un agente caotrépico de prueba y
la estabilidad se determina usando, por ejemplo, la unién de la pareja de unién o un método espectroscopico tal
como se comento anteriormente.
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En relacién con un extremo de pH, se elegiria un pH de prueba tipico (por ejemplo, en el intervalo de 4,5 a 5,5
(pH bajo) o en el intervalo de 8,5 a 9,5 (pH alto).

Debido a que durante los procedimientos de cristalizacidon se usan detergentes relativamente agresivos, se
prefiere que las subunidades Ga mutantes sean estables en presencia de tales detergentes. El orden de “dureza’
de determinados detergentes es DDM, C11 — C10 —Co —Cs maltdsido o glucdsido, dxido de laurildimetilamina
(LDAO) y SDS. Se prefiere particularmente que la subunidad Ga mutante sea mas estable a cualquiera de
maltésido o glucdsido Cg, maltdsido o glucdsido Cs, LDAO y SDS, y por tanto se prefiere que estos detergentes
se usen para pruebas de estabilidad.

Debido a su facilidad de determinacion, se prefiere que el mutante Gu tenga mayor termoestabilidad en
comparacién con su proteina parental. Se apreciara que el calor actia como desnaturalizante y esto puede
eliminarse facilmente enfriando la muestra, por ejemplo, colocandola en hielo. Se cree que la termoestabilidad
también puede ser una guia para la estabilidad ante otros desnaturalizantes o condiciones de desnhaturalizacion.
Por tanto, es probable que una mayor termoestabilidad se traduzca en estabilidad en los detergentes
desnaturalizantes, especialmente aquellos que son mas desnaturalizantes que DDM, por ejemplo, aquellos
detergentes con un grupo de cabeza mas pequefio y una cadena de alquilo mas corta y/o con un grupo de
cabeza cargado.

Cuando se usa un extremo de pH como condicién de desnhaturalizacién, se apreciara que éste puede eliminarse
rapidamente afiadiendo un agente neutralizante. De manera similar, cuando se usa un caotropo como
desnaturalizante, el efecto desnaturalizante puede eliminarse diluyendo la muestra por debajo de la
concentracion en la que el cadtropo ejerce su efecto caotrépico.

La subunidad Ga mutante puede ser una que se exprese a un nivel mayor en una célula que su subunidad Ga
original. Preferiblemente, la subunidad Go mutante se expresa en una célula a un nivel que es al menos 1 vez
mayor que el nivel de su subunidad Go parental cuando se expresa en la célula en las mismas condiciones, tal
como al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces 0 5 veces mayor, y mas preferiblemente al menos 10 veces o 50 veces
mayor. Los sistemas de expresion adecuados se describen con mas detalle a continuacion y en los ejemplos, e
incluyen sistemas de expresion constitutivos o inducibles en bacterias o levaduras, sistemas de expresion de
virus tales como baculovirus, virus del bosque Semliki y lentivirus, o transfeccidén transitoria en células de
insectos 0 mamiferos. Los métodos para evaluar la expresién de proteinas se conocen bien en la técnica e
incluyen técnicas tales como ELISA, analisis SDS-PAGE, inmunotransferencia de tipo Western, filtracion en gel y
HPLC.

Se aprecia que algunas subunidades Go mutantes del primer aspecto de la invencion pueden expresarse a un
nivel inferior en una célula y/o ser menos estables en condiciones de desnaturalizacién que sus subunidades Gua
originales, pero tales subunidades Go. mutantes pueden formar complejos con un GPCR, que son mas estables
en condiciones de desnaturalizacién que los complejos formados entre sus subunidades Ga parentales y un
GPCR.

Se cree que los GPCR existen en multiples conformaciones distintas que estan asociadas con diferentes clases
farmacolodgicas de ligando, tales como agonistas y antagonistas, y que cambian ciclicamente entre estas
conformaciones para funcionar (Kenakin T. (1997) Ann N Y Acad Sci 812, 116-125). El cambio entre
conformaciones contribuye a la dificultad de obtener estructuras cristalinas de los receptores. Por tanto, la
capacidad de estabilizar una conformacién particular es muy deseable para los estudios de cristalizacion. Tal
como se comenta en los ejemplos, los inventores han descubierto que las subunidades Go mutantes descritas
en el presente documento aumentan la termoestabilidad de los GPCR en su forma unida al agonista. Por tanto,
en otra realizacion, la subunidad Go mutante del primer aspecto de la invencién puede estabilizar una
conformacion particular del GPCR al unirse al GPCR. Al estabilizar una conformacién particular, se incluye el
significado de que la conformacién se estabiliza en condiciones de desnaturalizacién. En otras palabras, la
conformacion tiene una vida util prolongada como lo manifiesta la retencion de la capacidad de unidn del ligando
en condiciones de desnaturalizacion. Preferiblemente, la conformacion particular es una conformacion de
agonista. Los métodos para evaluar la estabilidad en condiciones de desnhaturalizacién incluyen aquellos
delineados anteriormente y se conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, el documento WO2008/114020).
Brevemente, pueden incluir someter el GPCR a condiciones de desnaturalizacion, o bien en ausencia o bien
presencia de ligando, y luego medir la retencidon de la union del ligando. Cuando el GPCR se somete a
condiciones de desnaturalizacién en ausencia de ligando, se pone en contacto con el ligando para evaluar en
qué medida aun puede unirse al ligando. Para medir la estabilidad de una conformacién particular es necesario
usar un ligando de esa clase conformacional en los experimentos de estabilidad (por ejemplo, agonista por
conformacion de agonista, etc.). Dado que la conformacion que esta estabilizandose es normalmente una
conformacion de agonista, el ligando usado para medir la estabilidad es normalmente un agonista, aunque se
apreciara que también pueden usarse agonistas parciales.

Normalmente, las subunidades Go mutantes del primer aspecto de la invencién deberian conservar la capacidad
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de unirse a nucledtidos (por ejemplo, nucledtidos de guanina tales como GDP, GTP o derivados de nucleétidos
tales como GTPyS o GppNp) como lo hacen sus subunidades Go parentales. De manera similar, las
subunidades Go mutantes deberian conservar la capacidad de unirse a las subunidades Gf y/o Gy como lo
hacen sus subunidades Gu originales. La union a nucleétidos puede estabilizar la subunidad Ga mutante, por lo
que la retencidon de estas capacidades es particularmente deseable para el anélisis estructural de complejos
proteina G-GPCR (por ejemplo, mediante criomicroscopia electrdnica) tal como se describe a continuacién.

Sin embargo, para evitar dudas, las subunidades Goa mutantes que no conservan una o ambas de estas
actividades aln estan abarcadas por las subunidades Ga mutantes de la invencién.

La regidn interruptora | de la subunidad Go esta compuesta por el bucle entre el dominio helicoidal y la cadena
beta 2 del dominio GTPasa (CGN: G.hfs2), pero también se superpone con la hélice F del dominio helicoidal. El
interruptor | puede definirse usando el sistema CGN como la regién ubicada entre el primer residuo de
aminoacido de la hélice F (H.HF) y el primer residuo de aminoacido de la cadena beta 2 (G.S2) (por ejemplo, en
Gas humana, esto seria D1947H71-1207¢521 incluyendo los dos residuos de aminoacidos especificados).

En una realizacion, la subunidad Go mutante conserva la regién interruptora | de su subunidad Ga parental, por
ejemplo, la regién correspondiente a los residuos de aminoacidos Asp 194 a lle 207 segun la numeracién de la
isoforma larga de Gas humana tal como se expone en la figura 1. Se entendera que esta realizacidon puede
corresponder a la realizacién donde se deleciona la region correspondiente a las hélices A-E del dominio
helicoidal de la subunidad Go parental. Los inventores han descubierto que, en ausencia de otras mutaciones
que aumenten la estabilidad y/o los niveles de expresién de la subunidad Go mutante en comparacién con su
subunidad G parental, la regidn interruptora | es importante para lograr la expresion. Sin embargo, en presencia
de una o mas mutaciones que aumentan la estabilidad y/o los niveles de expresion de la subunidad Go mutante
en comparacion con su subunidad Go parental, la region interruptora | puede truncarse o delecionarse por
completo. Por tanto, en otra realizacién, la subunidad G mutante es una en la que la region interruptora | (por
ejemplo, la regidn correspondiente a los residuos de aminoacidos Asp 194 a 207 segun la numeracion de la
isoforma larga de Gas humana tal como se expone en la figura 1) o parte de la misma de la subunidad Go
original se deleciona. Por parte de la misma, se incluye el significado de al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 0 13 residuos de aminoacidos de la regién correspondiente a los residuos de aminoacidos Asp 194 a lle 207
segun la numeracion de la isoforma larga de Gas humana tal como se expone en la figura 1. Preferiblemente, la
parte de la regién interruptora | que se deleciona comprende un tramo de residuos de aminoacidos consecutivos
que se han delecionado.

En adn otra realizacidn, la regidn interruptora | de la subunidad alfa de |la proteina G heterotrimérica parental se
reemplaza por una region interruptora | de una GTPasa pequefia. Las regiones interruptoras | de GTPasas
pequefias pueden identificarse facilmente, por ejemplo, mediante alineamiento estructural y de secuencia tal
como se describe en el presente documento.

En una realizacidon particularmente preferida de la subunidad Ga mutante del primer aspecto de la invencion, el
dominio helicoidal, la regidn interruptora | y la region ligadora 1 que une el dominio GTPasa al extremo N-terminal
del dominio helicoidal del dominio Go parental se delecionan todos. La regién ligadora 1 (CGN: G.s1h1) varia en
longitud entre diferentes subunidades Go, pero puede definirse usando el sistema CGN como la regién entre el
primer y el ultimo residuo del bucle hélice 1/hélice A (G.h1ha), por ejemplo, Gas humana VB65¢h1ha1.584Gh1ha 20
(incluyendo los dos residuos especificados). Alternativamente, puede definirse como la regién ubicada entre el
residuo final de la hélice 1 (G.H1) y el primer residuo de la hélice A (H.HA), por ejemplo, Gas HB4CG H1.12.Dg5H HA
humana (excluyendo los dos residuos especificados).

Por consiguiente, la subunidad Ga mutante puede ser una en la que se deleciona la regidén de la subunidad Ga
parental que corresponde a los residuos de aminoacidos 65 a 207 segun la numeracién de la isoforma larga de la
subunidad Gu-s humana tal como se expone en la figura 1.

Sin embargo, se apreciara que puede ser deseable conservar uno o mas residuos de aminoacidos (por ejemplo,
2, 3,4 6 5) en uno 0 ambos extremos de esta regidén. Por ejemplo, la subunidad Go mutante puede ser una en la
que se deleciona la regién de la subunidad Go parental que corresponde a los residuos de aminoacidos 66 a
207, 67 a 207, 68 a 207, 69 a 207, 70 a 207, 65 a 206, 65 a 205, 65 a 204, 65 a 203, o 65 a 202 segun la
numeracion de la isoforma larga de la subunidad Ga-s humana tal como se expone en la figura 1.

En una realizacion particularmente preferida de la subunidad Ga mutante del primer aspecto de la invencién, la
subunidad Ga mutante es una en la que se deleciona la regién de la subunidad Go parental que corresponde a
los residuos de aminoacidos 65 a 203 segun la numeracién de la isoforma larga de la subunidad Ga-s humana
tal como se expone en la figura 1. Alternativamente, esta region puede definirse como la regién entre el residuo
final de la hélice 1 (G.H1) y el residuo de aminoacido tres residuos N-terminales al primer residuo de aminoacido
de la lamina beta (G.S2), por ejemplo, Gas HB4CGH112.T204CHs25 hymana (incluyendo los dos residuos
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especificados). Se prefiere especialmente si esta regién se reemplaza con un ligador de aminoacido tal como se
describe a continuacion. Los ejemplos preferidos incluyen ligadores de ocho aminoacidos de longitud, tales como
GGSGGSGG 0 GGGGGGGEG.

También se apreciara que puede ser deseable delecionar uno o mas residuos de aminoacidos adicionales (por
ejemplo, 2, 3, 4, 0 5) en uno 0 ambos extremos de esta region. Por ejemplo, la subunidad Ga mutante puede ser
una en la que se deleciona la regiéon de la subunidad Gua parental que corresponde a los residuos de
aminoacidos 60 a 207, 61 a 207, 62 a 207, 63 a 207, 64 a 207, 65 a 208, 65 a 209, 65 a 210, 65a 211, 0 65 a
212 segun la numeracion de la isoforma larga de la subunidad Ga-s humana tal como se expone en la figura 1.

En otra realizacién de la subunidad Ga mutante del primer aspecto de la invencion, el dominio helicoidal y la
region ligadora 1 que une el dominio GTPasa al extremo N-terminal del dominio helicoidal, de la subunidad Ga
parental, se delecionan, pero la regidon interruptora | de la subunidad Gu parental se deleciona o bien se
reemplaza con una region interruptora | de una GTPasa pequefia.

Para facilitar la cristalizacion, expresion y/o purificacion de subunidades Go mutantes, puede ser deseable
delecionar uno o mas aminoacidos del extremo N-terminal de la subunidad Ga original. Por tanto, en una
realizacion, la subunidad Go mutante del primer aspecto de la invencidon tiene una secuencia de aminoacidos
truncada en el extremo N-terminal en comparacién con la subunidad Ga parental. Por ejemplo, pueden
delecionarse hasta 10 aminoacidos del extremo N-terminal, tal como, por ejemplo, hasta 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 0 2
aminoacidos, 0 1 aminoacido, del extremo N-terminal. En otro ejemplo, pueden delecionarse hasta 15, 20, 25,
30, 35 6 40 aminoécidos del extremo N-terminal. Normalmente, la delecion del extremo N-terminal se produce
entre 5y 20 aminoacidos. Se cree que la delecién del extremo N-terminal es particularmente favorable para fines
de cristalizacion, por lo que si va a cristalizarse la subunidad Ga mutante, puede ser deseable delecionar hasta
40 aminoacidos del extremo N-terminal de su subunidad Go parental. Por el contrario, en el caso en que sea
deseable la unién a un dimero Py, no debe delecionarse el extremo N-terminal, o sélo deben delecionarse hasta
los 5 residuos del extremo N-terminal (por ejemplo, los residuos 1, 2, 3, 4 & 5 del extremo N-terminal). En
realizaciones particularmente preferidas, se delecionan los 5 aminoacidos N-terminales de la subunidad Gua
parental, o se delecionan los 20 aminoacidos N-terminales de la subunidad Ga parental, o se delecionan los 21
aminoacidos N-terminales de la subunidad Gua parental, o se delecionan los 25 aminoacidos N-terminales de la
subunidad Go parental.

En una realizacion preferida adicional, la subunidad Go mutante es una en la que todos los residuos de
aminoacidos N-terminales del residuo de aminodcido lle/Leut™43 tal como se muestra en la figura 29, estan
delecionados. Por ejemplo, cuando la subunidad Ga mutante es una subunidad Gas mutante, esto corresponde
a la delecioén de los primeros 25 aminoacidos correspondientes a los primeros 25 aminoacidos de Gas humana
segun la numeracion de Gas humana tal como se muestra en la figura 29.

Se apreciara que la subunidad Go mutante puede comprender cualquiera de los truncamientos N-terminales
definidos en el presente documento en combinacién con cualquiera de las deleciones del dominio helicoidal, la
region ligadora 1 y la regién interruptora | mencionadas anteriormente. Por ejemplo, la subunidad Go mutante
puede comprender cualquiera de los truncamientos N-terminales definidos en el presente documento y ser una
subunidad Ga mutante en la que se deleciona la regién de la subunidad Go parental que corresponde a los
residuos de aminoacidos 65 a 203 segln la numeracion de la isoforma larga de la subunidad Ga-s humana tal
como se expone en la figura 1.

En aquellas realizaciones del primer aspecto de la invencién donde se mantiene la region interruptora |, o parte
de la misma, de la subunidad Ga parental, los inventores han descubierto que el reemplazo individual de los
siguientes residuos de aminoacidos en la subunidad Go parental conduce a un aumento en la expresién: Leu
197 y Cys 200 de la isoforma larga de Gas humana tal como se muestra en la figura 1. Por tanto, en una
realizacién, la subunidad Ga mutante es una que, cuando se compara con la subunidad Ga parental, contiene
una o0 mas mutaciones en la regién interruptora |, y en una realizacion mas especifica, la subunidad Go mutante
€s una que, cuando se compara con la subunidad Go parental, tiene un aminoacido diferente en una posicién
que corresponde a una 0 mas de las siguientes posiciones segun la numeracién de la isoforma larga de la
subunidad Ga-s humana tal como se expone en la figura 1: Leu 197 y Cys 200. Usando el sistema CGN, estos
residuos de aminoacidos se identifican como L197HHF4 y C200GMs21 Cuando el residuo de aminoéacido en la
posicion L197HHF4 es una leucina, se sustituye preferiblemente por un residuo de alanina, y cuando el residuo de
aminoacido en la posicion C200¢-hs21 gs una cisteina, se sustituye preferiblemente por un residuo de serina.

En otra realizacion, la subunidad Ga mutante es una en la que se deleciona la regidn interruptora lll de la
subunidad alfa de la proteina G heterotrimérica parental, o parte de la misma. La region interruptora Ill puede
definirse usando el sistema CGN como la regidn ubicada entre el Ultimo residuo de la lamina beta 4 (G.S4) vy el
primer residuo de la hélice 3 (G.H3), por ejemplo, Gas Ala249¢547 a Arg265%H31 humana (excluyendo los dos
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residuos especificados). Por tanto, la subunidad Go mutante puede ser una en la que se deleciona la regidon de la
subunidad G parental que corresponde a los residuos de aminoacidos Ser 250 a Asn 264 segun la humeracidn
de la isoforma larga de la subunidad Go-s humana tal como se expone en la figura 1, o parte de la misma. Por
parte de la misma, se incluye el significado de al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 3, 14 6 15 residuos de
aminoacidos de la regién correspondiente a los residuos de aminoacidos Ser 250 a Asnh 264 segun la
numeracion de la isoforma larga de Gas humana tal como se expone en la figura 1. Preferiblemente, la parte de
la regidn interruptora lll que se deleciona comprende un tramo de residuos de aminoéacidos consecutivos que se
ha delecionado. Por ejemplo, los inventores han descubierto que la delecion del tramo de aminoacidos
correspondiente a de Asn254G-s4h35 g Thr2636-s4h3.14 proporciona una subunidad Go. mutante con propiedades
particularmente buenas (por ejemplo, en cuanto a acoplamiento a un GPCR y niveles mejorados de
estabilidad/expresion), y por tanto, en una realizacion especifica, la subunidad Go mutante es una en la que se
deleciona la regidn de la subunidad Ga parental que corresponde a los residuos de aminoacidos 254 a 263
segun la numeracién de la isoforma larga de la subunidad Ga-s humana tal como se expone en la figura 1. Sin
embargo, se apreciara que puede ser deseable conservar uno o mas residuos de aminoacidos (por ejemplo, 2, 3,
4 6 5) en uno o ambos extremos de esta regién. Por ejemplo, la subunidad Go mutante puede ser una en la que
se deleciona la regidn de la subunidad Go original que corresponde a los residuos de aminoacidos 255 a 263,
256 a 263, 257 a 263, 258 a 263, 259 a 263, 254 a 262, 254 a 261, 254 a 260, 254 a 259, 0 254 a 258 segun la
numeracion de la isoforma larga de la subunidad Go-s humana tal como se expone en la figura 1. De manera
similar, se apreciara que puede ser deseable delecionar uno o0 mas residuos de aminoacidos adicionales (por
ejemplo, 2, 3, 4, 0 5) en uno 0 ambos extremos de esta region. Por ejemplo, la subunidad Ga mutante puede ser
una en la que se deleciona la regiéon de la subunidad Gua parental que corresponde a los residuos de
aminoacidos 253 a 263, 252 a 263, 251 a 263, 250 a 263, 249 a 263, 254 a 264, 254 a 265, 254 a 266, 254 a
267, 0 254 a 268 segun la numeracion de la isoforma larga de la subunidad Go-s humana tal como se expone en
la figura 1.

Se apreciara que la subunidad Go mutante puede ser una en la que la region interruptora |l de la subunidad Ga
parental, o parte de la misma, se deleciona como se definié anteriormente, y puede comprender cualquiera de
los truncamientos N-terminales definidos en el presente documento, y cualquiera de las deleciones del dominio
helicoidal, la region ligadora 1 y la regidn interruptora | mencionadas anteriormente. Por ejemplo, la subunidad
Go mutante puede comprender cualquiera de los truncamientos N-terminales definidos en el presente
documento, y ser una subunidad Go mutante en la que se delecionan las regiones de la subunidad Ga parental
que corresponden a los residuos de aminoacidos 65 a 203 y los aminoacidos 254 a 263, segun la numeracion de
la isoforma larga de la subunidad Go-s humana tal como se expone en la figura 1.

En otra realizacion, la subunidad Ga mutante es una en la que se deleciona la region interruptora Il de la
subunidad alfa de la proteina G heterotrimérica parental, o parte de la misma. La regién interruptora Il puede
definirse usando el sistema CGN como la regién entre el ultimo residuo de aminoacido de la lamina beta 3 (G.S3)
y el primer residuo de aminoacido de la lamina beta 4 (G.S4), por ejemplo, Gas Val224G538 3 A|a243C-541
(excluyendo los dos residuos especificados). Por tanto, la subunidad Ga mutante puede ser una en la que se
deleciona la regidén de la subunidad Go parental que corresponde a los residuos de aminoacidos Gly 225 a Thr
242 segun la numeracion de la isoforma larga de la subunidad Ga-s humana tal como se expone en la figura 1, o
parte de la misma. Por parte de la misma, se incluye el significado de al menos 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 0 17 residuos de aminoéacidos de la regién correspondiente a los residuos de aminoacidos Gly 225
a Thr 242 segun la numeracion de la isoforma larga de Guas humana tal como se expone en la figura 1.
Preferiblemente, la parte de la regién interruptora Il que se deleciona comprende un tramo de residuos de
aminoacidos consecutivos que se ha delecionado. En una realizacion preferida, la subunidad Ga mutante es una
en la que se deleciona la region de la subunidad Go parental que corresponde a los residuos de aminoacidos
227 a 230 segun la numeracién de la isoforma larga de la subunidad Gu-s humana tal como se expone en la
figura 1. Preferiblemente, la regidn interruptora Il o parte de la misma (por ejemplo, la region que corresponde a
los residuos de aminoacidos 227 a 230 segun la numeracion de la isoforma larga de la subunidad Ga-s humana
tal como se expone en la figura 1) se reemplaza por una secuencia ligadora tal como se describe mas adelante;
sin embargo, un ligador de este tipo no es esencial.

Se apreciara que puede ser deseable conservar uno o mas residuos de aminoacidos (por ejemplo, 2, 3, 4 6 5) en
uno o ambos extremos de la region interruptora Il. Por ejemplo, la subunidad Ga mutante puede ser una en la
que se deleciona la region de la subunidad Go parental que corresponde a los residuos de aminoéacidos 226 a
242, 227 a 242, 228 a 242, 229 a 242, 230 a 242, 225 a 24, 225 a 240, 225 a 239, 225 a 238, 0 225 a 237 segun
la numeracion de la isoforma larga de la subunidad Go-s humana tal como se expone en la figura 1. De manera
similar, se apreciara que puede ser deseable delecionar uno o mas residuos de aminoacidos adicionales (por
ejemplo, 2, 3, 4, 0 5) en uno o0 ambos extremos de esta regién. Por ejemplo, la subunidad Go mutante puede ser
una en la que se deleciona la regién de la subunidad Ga parental que corresponde a los residuos de
aminoacidos 224 a 242, 223 a 242, 222 a 242, 221 a 242, 220 a 242, 225 a 243, 225 a 244, 225 a 245, 225 a 246
0 225 a 247 segun la numeracién de la isoforma larga de la subunidad Ga-s humana tal como se expone en la
figura 1.
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Se entendera que la subunidad Go mutante puede ser una en la que la region interruptora Il de la subunidad Ga
parental, o parte de la misma, se deleciona tal como se definié anteriormente, y puede comprender cualquiera de
los truncamientos N-terminales definidos en el presente documento, y cualquiera de las deleciones del dominio
helicoidal, la regién ligadora 1, la regién interruptora | y la regién interruptora Ill mencionadas anteriormente. Por
ejemplo, la subunidad Ga mutante puede comprender cualquiera de los truncamientos N-terminales definidos en
el presente documento, y ser una subunidad Gua mutante en la que las regiones de la subunidad Ga parental que
corresponden a los residuos de aminoacidos 65 a 203, y los aminoacidos 227 a 230, segun la numeracion de la
isoforma larga de |la subunidad Ga-s humana tal como se expone en la figura 1, se delecionan, opcionalmente en
donde la regidn de la subunidad Ga parental que corresponde a los residuos de aminoacidos 254 a 263 también
se deleciona.

Se apreciara que cuando se deleciona cualquier parte de la subunidad Ga parental (por ejemplo, al menos una
hélice del dominio helicoidal, o cualquiera de las regiones interruptoras I, Il o lll o partes de las mismas), las
porciones restantes de la subunidad Go (es decir, la porcidn hasta el extremo N-terminal de la delecion y la
porcion hasta el extremo C-terminal de la delecion) pueden unirse entre si mediante una secuencia ligadora. Por
“secuencia ligadora” se incluye el significado de cualquier resto quimico que une las dos porciones creadas por
una delecion. Preferiblemente, el ligador es un péptido. Los péptidos ligadores adecuados son aquellos que
normalmente adoptan una conformacién de bobina aleatoria, por ejemplo, el péptido puede contener glicina o
serina o una mezcla de residuos de glicina mas serina. Preferiblemente, el ligador contiene entre 2 y 50 residuos
de aminoacidos, mas preferiblemente entre 2 y 30, y todavia mas preferiblemente entre 3 y 20, tal como entre 3 y
8. En la tabla 2 a continuacién se proporcionan ejemplos de ligadores adecuados. Se prefiere que cualquiera de
las regiones de dominio helicoidal, regiones interruptora | e interruptora Il se reemplacen por un ligador. El
requisito de un ligador puede depender del tamafio de la delecion. Por ejemplo, las deleciones pequefias, como
las que se producen en la regidon de diez aminoacidos 0 menos, pueden no requerir un ligador y las dos
porciones creadas por la delecion pueden unirse directamente. Sin embargo, las deleciones mas grandes, tales
como en la regién de mas de diez aminoacidos, generalmente requeriran un ligador.

Tal como se demuestra en los ejemplos, los inventores han identificado diversas mutaciones que aumentan la
estabilidad de la subunidad Go mutante en condiciones de desnaturalizacién y/o aumentan la expresién de la
subunidad Ga mutante, cuando se expresa en una célula, en comparacién con su subunidad Ga parental y, por
tanto, se prefiere que la subunidad Go mutante del primer aspecto de la invencién comprenda una o mas
mutaciones que aumenten tal estabilidad y/o expresion. En las tablas 2 a 5 siguientes se enumeran ejemplos de
tales mutaciones, por lo que la subunidad Go mutante puede comprender una o mas de las mutaciones
enumeradas en las tablas 2 a 5 a continuacion.

En una realizacion, la subunidad Ga mutante es una que, cuando se compara con la subunidad Ga parental,
tiene un aminoacido diferente en una posicién que corresponde a una o mas de (por ejemplo, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 6 17 de) las siguientes posiciones segun la numeracién de la isoforma larga de la
subunidad Ga-s humana tal como se expone en la figura 1: Val 36, His 41, Ala 48, Gly 49, Glu 50, Met 60, Leu
63, Leu 197, Lys 200, Arg 201, Phe 208, Asn 218, Gly 226, Glu 230, Ala 249, Ser 252, Leu 272, lle 372, Val 375.
Preferiblemente, cada uno de los aminoacidos se reemplaza por el residuo de aminoacido particular indicado en
las tablas 2-5. Por ejemplo, la valina en la posicion 36 se reemplaza por un aspartato, la histidina en la posicién
41 se reemplaza por una isoleucina o una valina, y asi sucesivamente. Sin embargo, se apreciara que pueden
reemplazarse por cualquier otro aminoacido siempre que la subunidad Go mutante pueda unirse a un GPCR en
ausencia de una subunidad G y una subunidad Gy.

En cualquier aspecto de la invencién, aunque el aminoéacido usado para reemplazar el aminoacido dado en una
posicién particular es normalmente un aminoéacido de origen natural, normalmente un aminoacido “codificable’,
puede ser un aminoacido no natural (en cuyo caso la proteina generalmente se elabora mediante sintesis
quimica o mediante el uso de ARNt de aminoacilo no naturales). Un aminoacido “codificable” es aquel que se
incorpora a un polipéptido mediante la traduccién del ARNm. También es posible crear aminoacidos no naturales
o introducir enlaces no peptidicos en una posicion determinada mediante modificacidén quimica covalente, por
ejemplo, mediante tratamiento postraduccional de la proteina o semisintesis. Estas modificaciones
postraduccionales pueden ser naturales, como la fosforilacién, glicosilacion o palmitoilacion, o sintéticas o
biosintéticas.

En una realizacion especifica, la subunidad Ga mutante es una subunidad Gas mutante con una secuencia de
aminoacidos que, cuando se compara con la secuencia de aminoacidos de la subunidad Go parental, tiene una o
mas de las siguientes mutaciones segun la numeracién de la isoforma larga de la subunidad Ga-s humana tal
como se expone en la figura 1: V36D, H41l o H41V, A48L, G49D, E50N, M60A o MB0C, L63Y o L63R o L63K,
L297A, C200S, R201A, F208N, N218K, G226A, E230A, A249D o A249E, S252D o S252E, L272D o L272E,
1372A 0 1372C, y V3751.

En una realizacion especifica, la subunidad Ga mutante es una que, cuando se compara con la subunidad Ga
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original, tiene un truncamiento N-terminal de 5-20 6 5-25 residuos de aminoacidos de longitud, una delecion de la
region interruptora lll y tiene un aminoacido diferente en una posicion que corresponde a una 0 mas de (por
ejemplo, 2, 3, 4, 0 5 de) las siguientes posiciones segun la numeracién de la isoforma larga de la subunidad Ga-s
humana tal como se expone en la figura 1: His 41, Leu 197, Cys 200, Ala 249y Leu 272.

En una realizacién especifica adicional, la subunidad Ga mutante es una que, cuando se compara con la
subunidad Go parental, tiene un truncamiento N-terminal de 5-20 6 5-25 residuos de aminoacidos de longitud,
una delecion de la regién interruptora Il y tiene un aminoacido diferente en una posicidon que corresponde a una
0 mas de (por ejemplo, al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 de) las siguientes posiciones segun la numeracién de la
isoforma larga de la subunidad Go-s humana tal como se expone en la figura 1: Gly 49, Glu 50, Leu 63, Ala 249,
Ser 252, Leu 272, Lie 372 y Val 375.

En todavia otra realizacidon especifica, la subunidad Ga mutante es una que, cuando se compara con la
subunidad Ga parental, tiene un aminoacido diferente en una posicién que corresponde a una o0 mas de las
siguientes posiciones segln la numeracion de la isoforma larga de la subunidad Ga-s humana tal como se
expone en la figura 1: Gly 49, Glu 50, Gly 226 y Ser 252.

En adn otra realizacion especifica, la subunidad Ga mutante es una que, cuando se compara con la subunidad
Go parental, tiene (i) una delecién de todos los residuos de aminoacidos N-terminales de lle/Leu™43: (i) una
delecion de la regidn entre el residuo final de la hélice 1 (G.H1) y el residuo de aminoacido tres residuos N-
terminales al primer residuo de aminoacido de la lamina beta 2 (G.S2), opcionalmente en la que la region se
reemplaza por un ligador de aminoacidos (por ejemplo, un ligador de 8 aminoacidos tal como GGSGGSGG o
GGGGGGGG; (iii) una delecién de diez residuos de aminoacidos entre TyrS484 y Agn/SerS4H315: y (iv) un
aminoacido diferente en una posicién que se corresponde con una cualquiera 0 mas (por ejemplo, al menos 1, 2,
3, 4, 5 6 67 de) las siguientes posiciones Gly495H1:3 Glu50SH14 Ala249547 Ser2525433 | eu272M38 ||e372H54
y Val375"57, opcionalmente donde los residuos se mutan a D495H13 N50SH14  D249547 D25254H33 D272H338
A372H54 ¢ |375157 respectivamente.

Normalmente, la subunidad Ga mutante del primer aspecto de la invencién tiene al menos el 20 % de identidad
de secuencia con la secuencia de aminoacidos de la isoforma larga de la subunidad Ga-s humana tal como se
expone en la figura 1 (SEQ ID NO: 91), tal como de al menos el 30 %, el 40 %, el 50 %, el 60 % o el 70 % de
identidad de secuencia, y mas normalmente de al menos el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 96 %, el
97 %, el 98 % o el 99 % de identidad de secuencia.

En una realizacién especifica adicional, la subunidad Ga. mutante es una que tiene al menos el 20 % de identidad
de secuencia con cualquiera de las secuencias de aminoéacidos en la figura 26, correspondientes a las SEQ ID
NO: 1-45, por ejemplo, al menos el 30 %, el 40 %, el 50 %, el 60 % o el 70 % de identidad de secuencia, y mas
preferiblemente al menos el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %,
el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad de secuencia. Preferiblemente, la subunidad Ga mutante es una que
comprende cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la figura 26, correspondientes a las SEQ ID NO: 1-
45.

En una realizacion especifica adicional, la subunidad Ga mutante es una que tiene al menos el 20 % de identidad
de secuencia con cualquiera de las secuencias de aminoacidos en cualquiera de las figuras 29, 35, 36, 37, 38 y
40, por ejemplo, al menos el 30 %, el 40 %, el 50 %, el 60 % o el 70 % de identidad de secuencia y, mas
preferiblemente, al menos el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el
96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad de secuencia. Preferiblemente, la subunidad Go. mutante es una
que comprende cualquiera de las secuencias de aminoacidos en cualquiera de las figuras 29, 35, 36, 37, 38 y 40.

El porcentaje de identidad de secuencia entre dos polipéptidos puede determinarse usando cualquier programa
informatico adecuado, por ejemplo, el programa GAP del Grupo de Computacién Genética de la Universidad de
Wisconsin, y se apreciara que el porcentaje de identidad se calcula en relacién con los polipéptidos cuya
secuencia se ha alineado de manera optima. La alineacién puede llevarse a cabo alternativamente usando el
programa Clustal W (Thompson et al., 1994 Nucleic Acids Res. 22(22):4673-80). Los parametros usados pueden
ser los siguientes: parametros de alineacion rapida por pares: tamafio de K-tupla(palabra); 1, tamafio de ventana;
5, penalizacion de espacio; 3, numero de diagonales superiores; 5. método de puntuacién: x por ciento. Multiples
parametros de alineacién: penalizacién por apertura de espacio; 10, penalizacion por extensién de espacio; 0,05.
Matriz de puntuacién: BLOSUM.

Se ha informado de una gran cantidad de mutaciones negativas dominantes tanto para las proteinas G
heterotriméricas (revisadas por Barren y Artemyev*) como para las proteinas G pequefias (revisadas por Feig®°).
Los mutantes dominantes negativos pueden inhibir la sefializacion de la proteina G secuestrando: subunidades
By, GPCR activados (por ejemplo, GPCR que pueden unirse a una proteina G) o parejas de unién
posteriores49%0  Los mutantes que secuestran el GPCR son particularmente deseables para el disefio de
dominios MEGA ya que pueden ayudar a prevenir la disociacién del complejo ternario (es decir, entre la
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subunidad Ga, el GPCR vy la subunidad By). Por tanto, en una realizacion, la subunidad Go. mutante del primer
aspecto de la invencidn es una que, cuando se compara con la subunidad Ga parental, comprende una o mas
mutaciones negativas dominantes. Cualquier mutacion negativa dominante conocida en la técnica puede
incorporarse a la subunidad Go mutante de la invencion, y a continuacion se incluyen algunos ejemplos
especificos.

La mutacion S17N fue una de las primeras mutaciones negativas dominantes descritas para ras® y las
mutaciones correspondientes se han caracterizado en Gas (S54N)525% y Gat (S43N)%%6. Por tanto, en una
realizacion, la subunidad Go mutante es una que, cuando se compara con la subunidad Ga parental, tiene un
aminoacido diferente en una posicion que corresponde a Ser 54 segun la numeracion de la isoforma larga de la
subunidad Ga-s humana tal como se expone en la figura 1. Cuando la subunidad Go mutante es una subunidad
Gas, el mutante comprende preferiblemente la mutacion S54N, y cuando la subunidad Ga mutante es una
subunidad Gadt, el mutante comprende preferiblemente la mutaciéon S43N.

La mutacién N338D ubicada dentro del motivo NKXD se identific6 como un mutante negativo dominante en la
proteina G de levadura Gpa1%®. De manera analoga a Ras S17N, el mutante Gpa1 N338D parecio formar un
complejo de bolsillo de unidn vacio irreversible con el receptor, que era resistente a la disociacién por los
nucledtidos de guanina®®. Los autores observaron que la proteina mutante era térmicamente labil y que la unién
del receptor proporcionaba proteccion contra la desnaturalizacion®8. Simon y sus colaboradores informaron que
la mutacién D273N, también ubicada dentro del motivo NKXD, resulté en subunidades Gao, Ga11 y Ga12
agotadas en nucledtidos que presentan un fenotipo negativo dominante secuestrador del receptor (independiente
de Py)62%4. Por tanto, en otra realizacién, la subunidad Go mutante es una que, cuando se compara con la
subunidad Ga parental, tiene uno o mas aminoacidos diferentes dentro del motivo NKXD, opcionalmente en la
que Asn del motivo NKXD se reemplaza con Asp y/o en la que Asp del motivo NKXD se reemplaza con Asn. El
motivo NKXD pertenece a un grupo de motivos G-box que estan altamente conservados en todas las proteinas G
y se describen en detalle en la bibliografia cientifica. El cédigo CGN para el motivo NKXD en Gas es N2926-S57,
K293CGshe1 Q294G HG1 y D2956HE-2. Cuando la subunidad Go. mutante es una Gpal de levadura, el mutante
comprende preferiblemente la mutacién N338D, y cuando la subunidad Ga mutante es cualquiera de Gao, Ga11
0 Gu12, el mutante comprende preferiblemente la mutacion D273N.

Simon y sus colaboradores también descubrieron que la adicién de una segunda mutacion Q205L en Goo
cambié la especificidad de nucleétidos de la subunidad Go. de guanosina a nucledtidos de xantina®2%4. Estas
subunidades Ga doblemente mutantes (D273N/Q205L) también actuaron como mutantes negativos dominantes
secuestradores de receptores en condiciones fisiolégicas, donde los nucleétidos de xantina estan esencialmente
ausentes. Sin embargo, cuando se complementaron con nucledétidos de xantina, recuperaron su funcion bioldgica
completa, lo que los convirtid en herramientas Utiles para estudiar las rutas de sefalizacion de la proteina G in
vivo. Ademas, tanto los mutantes D273N como D273N/Q205L conservaron su selectividad de acoplamiento al
receptor. D273 en Guo corresponde a Q2275323 en Gas. Por tanto, en una realizacion adicional, la subunidad
Go mutante del primer aspecto de la invencién es una que, cuando se compara con |la subunidad Ga parental,
tiene un aminoacido diferente en una posicién que corresponde a Gln 227 segun la numeracion de Gas tal como
se expone en la figura 1, y opcionalmente tiene un aminoacido diferente en una posicion que corresponde a Asp
295 segun la numeracién de Guas tal como se expone en la figura 1. Cuando la subunidad Ga mutante es una
Goo, el mutante comprende preferiblemente la mutacién Q205L y opcionalmente también comprende la
mutacién D273N.

Bourne y sus colaboradores disefiaron un triple mutante que presentd un fenotipo negativo dominante®. Una
combinaciéon de mutaciones G226A, E268A y A366S produjo una subunidad Gas, que secuestrd eficientemente
tanto el receptor como las subunidades Py en un complejo ternario estable libre de nucle6tidos®®. Por tanto, en
una realizacion, la subunidad Ga mutante es una que, cuando se compara con la subunidad Ga parental, tiene
uno o0 mas aminoécidos diferentes en una posicién que corresponde a una o mas, o todas, de las siguientes
posiciones segun la numeracién de la isoforma larga de la subunidad Go-s humana tal como se expone en la
figura 1. Gly 226, Glu 268 y Ala 366. Cuando la subunidad Go mutante es una subunidad Go mutante, el
mutante comprende preferiblemente una o mas, o todas, las mutaciones G226A, E268A y A366S.

Pereira y Cerione informaron una mutacién en la regién interruptora Ill, que produjo un fenotipo negativo
dominante secuestrador del receptor®®. Se descubrié que la mutacion R238E de Gat (quimera 644) existia en un
estado deficiente de nucledtidos. También se informé que el mutante era menos labil térmicamente que otros
mutantes Go. deficientes en nucleotidos, posiblemente porque adopté una conformacion parcialmente activa®®.
Sin embargo, la misma mutacién en Gas tampoco logré producir un fenotipo negativo dominante. Por tanto, en
una realizacion, la subunidad Go mutante es una subunidad Gat mutante (quimera 6) que, en comparacion con
la subunidad Go parental, tiene un aminoacido diferente en una posicién que corresponde a Arg 238 segln la
numeracion de la subunidad Gat (quimera 6) tal como se expone en la figura 27.

Como la mayoria de las subunidades Go libres de nucleotidos?425.9657  este triple mutante era térmicamente
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inestable®®. Por tanto, dos de estas mutaciones (G226A y A366S) se combinaron con mutaciones adicionales
para producir un mutante dominante negativo mas estable®®. En este caso, el bucle a3/B5 de Gas se reemplazo
por la regién correspondiente de Gai2%8 tal como se describe en la seccién anterior. Se informé que este
constructo, que contiene un total de siete mutaciones, mejoré significativamente la estabilidad térmica*®. Ademas
de las mutaciones negativas dominantes, otras mutaciones que pueden ser deseables para incorporar en las
subunidades Ga mutantes del primer aspecto de la invencion incluyen mutaciones que se sabe que aumentan la
afinidad de una subunidad Go por un GPCR. Por tanto, se apreciara que la subunidad Go mutante puede ser
una que, cuando se compara con la subunidad Go parental, comprende una o mas mutaciones que se sabe que
aumentan la afinidad de una subunidad Ga por un GPCR. Cualquier mutacion de este tipo que aumenta la
afinidad conocida en la técnica puede incorporarse en la subunidad Go mutante de la invencién, y a continuacion
se incluyen algunos ejemplos especificos.

Iverson y sus colaboradores disefiaron dos constructos Gail®®, en un intento de imitar una rotacion y
translocacion de la hélice a5, que se predice que sera inducida por la unién al receptor?®: en primer lugar, se
disefié un enlace disulfuro entre los residuos 156 y Q333 (mutados a cisteinas), para inducir un cambio en la
hélice a5; en segundo lugar, se introdujo una carga positiva en el extremo N-terminal de la hélice «5 (D328R),
para perturbar la distribucion electrostatica local alrededor del nucledtido. Se resolvié la estructura cristalina de la
proteina disefiada con disulfuro, lo que confirmé la presencia del enlace disulfuro y un cambio en la posicién de
la hélice a5%°. Ambos mutantes mostraron mayores niveles de intercambio de nucledtidos y ambos pudieron
interactuar con la rodopsina, sin embargo, el receptor no pudo acelerar ain mas la tasa de intercambio de
nucleotidos®®. El mutante D328R también mostré una interaccion mejorada con la rodopsina en comparacion con
el tipo natural Gai1%. Por tanto, en una realizacion, la subunidad Ga mutante es una que, cuando se compara
con la subunidad G parental, tiene un residuo de cisteina en cada una de las posiciones correspondientes a lle
56 y GIn 333 segun la numeracién de la subunidad Gui1 tal como se expone en la figura 25. Adicional o
alternativamente, la subunidad Go mutante es una que, cuando se compara con la subunidad Ga parental, tiene
un aminoacido diferente en una posicion que corresponde a Asp 328 segun la numeracién de la subunidad Gui1
tal como se expone en la figura 25. Cuando la subunidad Ga mutante es una subunidad Guai, preferiblemente el
mutante comprende la mutacion D328R.

Grishina y Berlot han identificado el bucle a3/p35 (es decir, el bucle entre la hélice 3 y la cadena beta 5) de Gas
como un posible sitio de contacto con el receptor®®. Se informd que el reemplazo de esta region con el bucle
correspondiente de Gai2 aumenta la afinidad por el P2AR y reduce la tasa de intercambio de nucleétidos
catalizado por el receptor®®. Por tanto, en otra realizacion mas, la subunidad Go mutante puede ser una
subunidad Gas mutante en la que el bucle a3/p5 de la subunidad Gas original se reemplaza por el bucle a3/35
de una subunidad Gai2. Por el bucle a3/B5 se incluye el significado de la regién definida por la secuencia de
aminoacidos N271G-H38 3 1285¢h3s53 de Gass, que corresponde a K249¢H37 g T2635:h3s53 de Gui2. La sustitucion
de este bucle en Gus corresponde a las siguientes mutaciones: N271K, K274D, R280K, T284D e 1285T, por lo
que se apreciara que la subunidad Gao mutante puede ser una que, cuando se compara con la subunidad Ga
parental, tiene un aminoacido diferente en una posicién que corresponde a una 0 mas de Asn 271, Lys 274, Arg
280, Thr 284 y lle 285 segun la numeracion de la isoforma larga de la subunidad Gas humana tal como se
expone en la figura 1. Cuando la subunidad Ga mutante es una subunidad Gas, preferiblemente el mutante
comprende una o0 mas de las mutaciones N271K, K274D, R280K, T284D e 1285T.

Moller y sus colaboradores informaron que la modificacion de Cys-347 dentro de la region C-terminal de la
transducina impidié la disociacion del complejo rodopsina-transducina*’. Curiosamente, el tipo de reactivo
modificador usado parecié determinar el estado de uniéon de nucleétidos del complejo: la carboximetilacion de
Cys-347 con acido yodoacético (IAA) atrapé el complejo de bolsillo vacio rodopsina-transducina e impartio
resistencia a la disociacion mediada por nucledtidos de guanina?’; el tratamiento con acido 2-nitro-5-
tiocianobenzoico (NTCBA) atrapé el complejo rodopsina-transducina en el estado unido a GDP#4. Esto puede ser
importante en el disefio de dominios MEGA, porque un complejo ternario unido a nucledtidos puede ser mas
estable que el complejo sin nucledtidos. Por tanto, en otra realizacién mas, la subunidad Ga mutante puede ser
una en la que el residuo de aminoacido en una posicion que corresponde a Cys 347 segun la numeracion de la
subunidad Gat tal como se expone en la figura 25, esta modificado quimicamente, opcionalmente en la que dicho
residuo de aminoacido esta carboximetilado (por ejemplo, se ha tratado con IAA) o cianilado (por ejemplo, se ha
tratado con NTCBA).

Los mutantes de la subunidad Ga original pueden producirse de cualquier manera adecuada y proporcionarse en
cualquier forma adecuada. Puede emplearse mutagénesis dirigida al sitio convencional o pueden usarse
procedimientos basandose en la reaccion en cadena de la polimerasa bien conocidos en la técnica.

Los mutantes de la subunidad Go parental son aquellos cuya secuencia de aminoacidos comprende una 0 mas
de una delecién, una sustitucién de aminoacidos y/o una insercion en comparacidon con la secuencia de
aminoacidos de la subunidad Go parental. La delecién puede ser una delecidon dentro de la secuencia de
aminoacidos de la subunidad Go parental (es decir, no en los extremos de la secuencia), pero se apreciara que
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la delecién puede ser en uno o ambos extremos N-terminal y C-terminal de la secuencia de aminoacidos de la
subunidad Go parental. De manera similar, la insercion puede ser una insercion de uno o mas (por ejemplo, 2, 3,
4, 0 5 0 mas) aminoacidos dentro de la secuencia de aminoacidos de la subunidad G parental (es decir, no en
los extremos terminales de la secuencia), pero también se incluyen inserciones en uno o ambos extremos N-
terminal y C-terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad Go parental, por ejemplo, fusiones.

Para evitar dudas, las subunidades Ga mutantes de la invencion también pueden ser quimeras formadas por una
0 mas partes de una primera subunidad Go y una 0 mas partes de una segunda subunidad Go. Las quimeras
pueden ser Utiles para convertir una subunidad Go. de una clase (por ejemplo, Gas) para que se comporte mas
como otra clase (por ejemplo, Gg o Gi). Por ejemplo, la sustitucién de los Ultimos 18 aminoacidos del extremo C-
terminal de Gs por los de Gq permite que la subunidad Go se una a un receptor que sdlo se acopla a Gaq.
Estudios recientes de FRET in vivo también sugieren que los residuos dentro de la hélice alfa cinco pero distales
a los cinco residuos del extremo C-terminal influyen fuertemente en la especificidad (véase también el ejemplo
5). Tal como se explica con mas detalle en el ejemplo 5, los inventores han descubierto que cuando la
transferencia de mutaciones identificadas en Gs a otros tipos de proteinas G, por si sola, no fue exitosa en la
generacion de mini proteinas G de esos otros tipos de proteinas G, otro enfoque es hacer quimeras convirtiendo
la especificidad de mini-Gs en la especificidad de la proteina G deseada. Por tanto, una vez que se ha
desarrollado una subunidad Ga mutante del primer aspecto de la invencion que puede unirse a un GPCR en
ausencia de una subunidad G y una subunidad Gy, donde esa subunidad Ga mutante es un mutante de una
familia o tipo particular de subunidad Go (por ejemplo, Gas), puede ser deseable mutar aun mas la subunidad
Go mutante para convertir la especificidad de la subunidad Go mutante en la de una familia o tipo diferente (por
ejemplo, Gaq). Se proporcionan ejemplos de dichas quimeras en el ejemplo 5 y las figuras adjuntas y estan
incluidos en el alcance de la invencién. Se apreciara que cualquiera de las mutaciones que confieren un cambio
en la especificidad de Gs a Gq identificadas en el ejemplo 5 pueden realizarse en relacién con cualquiera de las
mini proteinas Gas descritas en el presente documento.

Generalmente, la subunidad Ga mutante tiene al menos una mutacion (es decir, una delecion, sustituciéon o
insercion) en comparacién con su subunidad Ga parental, tal como al menos 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20 mutaciones. Normalmente, la subunidad Go. mutante no tiene mas de 25 mutaciones,
tal como, por ejemplo, no mas de 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, o 15 mutaciones. Lo mas habitual es que el
mutante Gua tenga entre 5y 15 mutaciones, tal como, por ejemplo, entre 5y 10 mutaciones (por ejemplo, entre 5
y 9 mutaciones o entre 5 y 8 mutaciones).

En una realizacién, la subunidad Ga mutante comprende 1 6 2 deleciones y al menos 1,2, 3,4,5,6,7,8, 9610
sustituciones de aminoacidos. Normalmente, la subunidad Ga mutante no comprende mas de 10 sustituciones
de aminoacidos.

Preferiblemente, la subunidad Go mutante contiene 3 deleciones (por ejemplo, una delecién N-terminal, una
delecién en el dominio helicoidal y una delecion en la regién interruptora Ill), aunque se apreciara que pueden
realizarse menos 0 mas deleciones (por ejemplo, solo una delecién en la region interruptora Ill ademas de una
delecién de al menos una hélice en el dominio helicoidal).

En el contexto de la presente invencién, la subunidad Ga mutante es un mutante de una subunidad Ga parental
que es la proteina que se produce de manera natural. En la medida en que a continuacién en el presente
documento se describan otras subunidades Go parentales que no se producen manera natural, se incluyen
Unicamente a efectos de referencia. Convenientemente, una subunidad Go parental puede ser una version
modificada por ingenieria que pueda expresarse en un organismo huésped adecuado, tal como Escherichia coli.
Por ejemplo, una subunidad Ga parental puede ser una forma truncada de la proteina que se produce de manera
natural (truncada en uno o0 ambos extremos), o puede ser una fusién, o bien con la proteina que se produce de
manera natural o bien con un fragmento de la misma. Alternativamente o adicionalmente, una Go parental, en
comparacién con una Go que se produce de manera natural, puede modificarse para mejorar, por ejemplo, la
solubilidad o la estabilidad proteolitica (por ejemplo, mediante truncamiento, delecion de bucles, mutacion de
sitios de glicosilacién o mutacion de cadenas laterales de aminoacidos reactivos tales como cisteina). En
cualquier caso, la Go parental es una proteina que puede unirse a uno 0 mas GPCR que se sabe que se unen a
la Go que se produce de manera natural. Por tanto, tanto la subunidad Go mutante como la subunidad Ga
parental deberian unirse al mismo/a los mismos GPCR(s). Cuando se sabe que la subunidad Gu parental se une
a mas de un GPCR, se prefiere que la subunidad Go mutante pueda unirse a la pluralidad de GPCR con una
propagacion y/o un orden de intervalo de afinidad comparables a los de la subunidad Go parental.
Preferiblemente, la subunidad Ga mutante también deberia unirse a la(s) misma(s) subunidad(es) f y v que la
subunidad Go parental. También se prefiere que la subunidad Go mutante se una al mismo/a los mismos
efector(es) posterior(es) que la subunidad Go parental. Sin embargo, se aprecia que la subunidad Go mutante
puede unirse a un GPCR diferente que su subunidad Ga parental en la situacion de quimeras tal como se
comenté anteriormente (por ejemplo, donde la especificidad de la subunidad Go parental se ha convertido en la
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especificidad de una proteina G deseada). De manera similar, la proteina Go mutante puede unirse a diferentes
efectores posteriores como subunidad Go parental.

Convenientemente, la subunidad Go mutante esta codificada por una molécula de acido nucleico adecuada y se
expresa en una célula huésped adecuada. Pueden elaborarse moléculas de acido nucleico adecuadas que
codifiquen para la subunidad Go. mutante usando técnicas de clonacién convencionales, mutagénesis dirigida al
sitio y PCR tal como se conoce bien en la técnica. Los sistemas de expresién adecuados incluyen sistemas de
expresion constitutivos o inducibles en bacterias o levaduras, sistemas de expresién de virus tales como
baculovirus, virus del bosque Semliki y lentivirus, o transfeccidn transitoria en células de insectos 0 mamiferos.
Las células huésped adecuadas incluyen células de E. coli, Lactococcus lactis, Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, Spodoptera frugiperda y Trichoplusiani. Las células huésped
animales adecuadas incluyen HEK 293, COS, S2, CHO, NSO, DT40, etc. Se sabe que algunas subunidades Go
requieren lipidos especificos para funcionar. En ese caso, es deseable seleccionar una célula huésped que
realice la reaccién de lipidacién. Adicional o alternativamente, la reaccidén podria realizarse usando componentes
purificados durante el aislamiento y la purificacién de la subunidad Ga mutante. Por tanto, se apreciara que las
subunidades Go mutantes del primer aspecto de la invencién pueden estar lipidadas. Por ejemplo, se sabe que
Go esta unida covalentemente a un grupo palmitoilo en Gly2 y Cys3, por lo que la subunidad Go mutante puede
estar lipidada por un grupo palmitoilo. Esto puede ser deseable para la cristalizacion en fase de cristal liquido o
cuando va a estudiarse la subunidad Ga en ensayos de células completas. Sin embargo, en otras realizaciones,
las subunidades Ga mutantes del primer aspecto de la invencién no estan lipidadas, lo que puede ser preferible
para estudios estructurales en disolucién de detergente, deteccion de farmacos, estudios de unidn (por ejemplo,
resonancia plasmonica de superficie), etc.

Los métodos bioldgicos moleculares para clonar y modificar por ingenieria genes y ADNc, para mutar ADN, y
para expresar polipéptidos a partir de polinucleétidos en células huésped se conocen bien en la técnica, tal como
se ejemplifica en “Molecular cloning, a laboratory manual’, tercera edicion, Sambrook, J. y Russell, D.W. (eds),
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.

Convenientemente, la subunidad Ga mutante de la invencidon comprende un resto detectable, tal como una
etiqueta de afinidad (por ejemplo, etiqueta de histidina, etiqueta de proteina de uniéon a maltosa, etiqueta GST,
etiqueta HA, etiqueta FLAG); o un marcador directamente detectable (tal como un fluoréforo, un radioisétopo, un
agente de contraste o un marcador luminiscente); o un marcador indirectamente detectable (tal como una
enzima, un sustrato enzimatico, un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, un antigeno, un hapteno, un ligando,
una molécula de afinidad, un sustrato cromogénico, una proteina, un péptido, un acido nucleico, un hidrato de
carbono y un lipido). Los ejemplos de un marcador detectable incluyen la proteina verde fluorescente (GFP), por
lo que se apreciara que la invencién incluye proteinas de fusidn entre GFP y una subunidad Go mutante de la
invencién. En el ejemplo 5y la figura 36 se describen ejemplos de tales proteinas de fusion. Se apreciara que la
subunidad Ga mutante también puede comprender un sitio de escisidn, por ejemplo, para permitir la delecién de
un resto detectable durante la purificacién. Puede usarse cualquier sitio de escisién adecuado conocido en la
técnica. Un ejemplo es el sitio de escisién del virus del grabado del tabaco (TEV).

Un mutante de una subunidad alfa (Ga) de proteina G heterotrimérica parental, puede ser un mutante que (i)
puede unirse a un GPCR en ausencia de una subunidad beta (GB) de proteina G heterotrimérica y una
subunidad gamma (Gy) de proteina G heterotrimérica; y (ii) tiene un aminoéacido diferente en una posicion que
corresponde a una cualquiera 0 mas de (por ejemplo, 2, 3,4, 5,6,7, 8, 9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16 69 17 de) las
siguientes posiciones segln la numeracién de la isoforma larga de la subunidad Ga-s humana tal como se
expone en la figura 1: Val 36, His 41, Ala 48, Gly 49, Glu 50, Met 60, Leu 63, Leu 197, Cys 200, Arg 201, Phe
208, Asn 28, Gly 226, Glu 230, Ala 249, Ser 252, Leu 272, lle 372, y Val 375.

Las preferencias por mutaciones adicionales que pueden estar presentes en la subunidad Ga mutante incluyen
aquellas descritas anteriormente en relacidon con el primer aspecto de la invencién.

Por tanto, la subunidad Ga mutante puede comprender ademas una 0 mas deleciones del dominio helicoidal, la
region interruptora |, la regién interruptora Il y la region interruptora Ill tal como se describidé anteriormente en
relacidon con el primer aspecto de la invencion. Sin embargo, en el contexto de la presente invencion, la
subunidad Ga mutante es una que carece de al menos una hélice del dominio helicoidal de la subunidad Ga
parental de tal manera que carece de parte o de la totalidad de un dominio helicoidal de una subunidad Ga. En la
medida en que en el presente documento se describen otras subunidades Ga mutantes, se incluyen Unicamente
con fines de referencia.

Las preferencias para el nimero de mutaciones (por ejemplo, deleciones, inserciones y sustituciones) también

son las definidas anteriormente en relacion con el primer aspecto de la invencion. La subunidad Go mutante
puede contener sélo una delecion (por ejemplo, en la regién interruptora Il1).
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Por ejemplo, la subunidad Go mutante puede tener un truncamiento N-terminal de 5-20 6 5-25 residuos de
aminoacidos de longitud, una delecion de la regién interruptora Il y un aminoéacido diferente en una posiciéon que
corresponde a una o mas de (por ejemplo, al menos 2, 3, 4, 0 5 de) las siguientes posiciones segun la
numeracion de la isoforma larga de la subunidad Go-s humana tal como se expone en la figura 1: His 41, Leu
197, Cys 200, Ala 249 y Leu 272, opcionalmente en la que al menos una hélice del dominio helicoidal de la
subunidad Go parental también esta delecionada.

Un truncamiento N-terminal particularmente preferido de la subunidad Go mutante es aquel en el que se
delecionan todos los residuos de aminoacidos N-terminales del residuo de aminoacido lle/Leu™* tal que se
muestra en la figura 29. Por ejemplo, cuando la subunidad Go mutante es una subunidad Gas mutante, esto
corresponde a la delecion de los primeros 25 aminoacidos correspondientes a los primeros 25 aminoacidos de
Gos humana segun la numeracion de Gas humana tal como se muestra en la figura 29.

En otro ejemplo, la subunidad Go mutante puede tener un truncamiento N-terminal de 5-20 6 5-25 residuos de
aminoacidos de longitud, una delecion de la region interruptora lll, y un aminoacido diferente en una posicién que
corresponde a una o0 mas de (por ejemplo, al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 de) las siguientes posiciones segun la
numeracion de la isoforma larga de la subunidad Gu-s humana tal como se expone en la figura 1: Gly 49, Glu 50,
Leu 63, Ala 249, Ser 252, Leu 272, lle 372 y Val 375, opcionalmente en la que al menos una hélice del dominio
helicoidal de la subunidad Ga parental también esta delecionada. Por ejemplo, la subunidad Go mutante puede
tener un aminoacido diferente en cualquiera de las siguientes posiciones segun la numeracién de la isoforma
larga de Go humana tal como se expone en la figura 1, Gly 49, Glu 50, Ala 249, Ser 252, Leu 272, lle 372 y Val
375.

Una subunidad Ga mutante también puede comprender una 0 mas mutaciones negativas dominantes y/o una o
mas mutaciones conocidas por aumentar la afinidad entre una proteina Go y un GPCR, tal como se describio
anteriormente en relacion con el primer aspecto de la invencion.

Tal como se muestra en los ejemplos, los inventores han identificado subunidades Go mutantes que tienen
estabilidad aumentada en condiciones de desnaturalizacion en comparacién con su subunidad Ga parental. Por
consiguiente, también se aprecia que la invencién permite la produccién de composiciones que comprenden
subunidades Go mutantes del primer aspecto de la invencién, caracterizadas porque la Ga mutante esta
expuesta a una condicién de desestabilizacion. Estas composiciones tienen diversas aplicaciones, por ejemplo,
en cristalizacion, cribado de farmacos, bioensayos y aplicaciones de biosensores. Por tanto, la invencién también
proporciona una composicion que comprende una subunidad Go mutante del primer aspecto de la invencion,
caracterizada porque la Ga mutante estd expuesta a una condicién de desestabilizacion eficaz para
desestabilizar una Ga parental en mayor medida que la subunidad Go mutante.

Por “condiciéon de desestabilizacion” se incluye cualquier condicién que pueda desplazar el equilibrio de una
poblacién de proteinas Ga desde el estado nativo plegado en una célula hasta el estado desplegado. De esta
manera, aumenta la proporcion de proteinas Ga existentes en el estado desplegado y disminuye la proporcion
existente en el estado nativo plegado en una célula. Este cambio en la estructura desde un estado plegado hasta
uno desplegado conduce a un cambio detectable en la estructura de la poblacion de proteinas Go.. Ademas, este
cambio en la estructura puede conducir a una disminucion detectable en la actividad biolégica de la poblacion de
proteinas Go.. Por consiguiente, en una realizacién, la condicién de desestabilizacién es una que es eficaz para
producir una perturbacién significativa en la estructura de una poblacién de proteina Go en comparacion con la
estructura de esa poblacion en ausencia de la condicion de desestabilizacién.

Por una “perturbacién significativa en la estructura de una poblacion de subunidades Ga”, quiere decirse una
perturbacién que, cuando se evalla en relacién con la variacién estadistica de las mediciones usadas para
detectar la perturbacién, surgiria por casualidad en menos de 1 de cada 10 mediciones, mas preferiblemente 1
de cada 20 mediciones e incluso mas preferiblemente 1 de cada 50 o 1 de cada 100 mediciones.

Se conocen en la técnica diversos métodos para investigar la estructura de las proteinas y puede usarse
cualquier método adecuado. Por ejemplo, las perturbaciones estructurales pueden analizarse examinando la
conformacién directamente, por ejemplo, con marcadores fluorescentes unidos covalentemente o marcadores de
espin esr, 0 midiendo la accesibilidad de cadenas laterales de aminoacidos nativas o introducidas
deliberadamente dentro de una proteina (Hubbell, W.L. et al., Adv. Protein. Chem. 63, 243-290 (2003); Baneres,
J.L. et al., J. Biol. Chem. 280, 20253-20260 (2005); Kobilka, B.K. y Deupi, X. Trends. Pharmacol. Sci. 28, 397-
406 (2007)). La estabilidad proteolitica, el intercambio de deuterio/hidrogeno medido mediante espectrometria de
masas 0 espectroscopia de resonancia magnética nuclear, geles nativos azules, electroforesis de zona capilar,
espectros de dicroismo circular (CD) o dicroismo lineal (LD) y dispersion de luz también pueden usarse para
medir cambios conformacionales en estructuras secundarias y terciarias. De manera similar, puede usarse
cualquier método adecuado para evaluar la actividad de Go tal como se describe anteriormente en relacién con
el primer aspecto de la invencion.
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Un segundo aspecto de la invencidn proporciona un polinucleotido que codifica para una subunidad Go mutante
segun el primer aspecto de la invencién. El polinucleétido puede ser ADN o puede ser ARN. Normalmente, esta
comprendido en un vector, tal como un vector que puede usarse para expresar tal subunidad Go mutante. Los
vectores adecuados son aquellos que se propagan y/o permiten la expresién en bacterias o células de
mamiferos o insectos. La invencidn también incluye células, tales como células huésped, tales como bacterias o
células eucariotas, que contienen un polinucledtido que codifica para la subunidad Go mutante. Las células
adecuadas incluyen células de E. cofi, células de levadura, células de mamifero y células de insecto.

Ejemplos de polinucleétidos que codifican para una subunidad Go mutante de la invencion se proporcionan en la
figura 26, y tienen las secuencias de polinucleétidos enumeradas en las SEQ ID NO: 46-90. Por tanto, en una
realizacion, el polinucledtido del segundo aspecto de la invencién tiene al menos el 20 % de identidad de
secuencia con la secuencia de polinucleétidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 46-90, tal como de al menos el
30 %, el 40 %, el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 86 %, el 87 %, el 88 %, el 89 %, el 90 %, €l
91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad de secuencia.
Preferiblemente, el polinucledtido comprende la secuencia de polinucleétidos de cualquiera de las SEQ ID NO:
46-90.

Un tercer aspecto de la invencién proporciona un complejo que comprende (i) una subunidad Go mutante segun
el primer aspecto de la invencién, y (ii) un GPCR o una porcion del mismo que puede unirse a una subunidad Ga
mutante del primer aspecto de la invencidon. En la medida en que se describen en el presente documento otros
complejos, se incluyen Unicamente con fines de referencia.

Por ejemplo, meramente con fines de referencia, también se describe en el presente documento un complejo que
comprende (i) una subunidad Ga mutante segun el primer aspecto de la invencidén, o una porcién de la misma
que puede unirse a un GPCR, y (ii) un GPCR o0 una porcién del mismo que puede unirse a una subunidad Gua
mutante del primer aspecto de la invencion.

Las preferencias para la subunidad Go mutante incluyen aquellas descritas anteriormente para el primer aspecto
de la invencidn. Se prefiere que la subunidad Ga mutante sea una que tenga al menos el 20 % de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-45, tal como al menos el 30 %, el
40 %, el 50 %, el 60 % o el 70 % de identidad de secuencia, y mas preferiblemente al menos el 75 %, el 80 %, el
85 %, el 90 %, el 91 %, el 92 %, €l 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad de
secuencia. Preferiblemente, la subunidad Ga mutante es una que comprende cualquiera de las secuencias de
aminoécidos de la figura 26, correspondientes a las SEQ ID NO: 1-45. Se prefiere que la subunidad Ga mutante
sea una que tenga al menos el 20 % de identidad de secuencia con cualquiera de las secuencias de
aminoacidos en cualquiera de las figuras 29, 35, 36, 37, 38 y 40, por ejemplo, al menos el 30 %, el 40 %, el
50 %, el 80 % o el 70 % de identidad de secuencia, y mas preferiblemente al menos el 75 %, el 80 %, el 85 %, el
90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad de secuencia.
Preferiblemente, la subunidad Go mutante es una que comprende una cualquiera de las secuencias de
aminoacidos en cualquiera de las figuras 29, 35, 36, 37, 38y 40.

Un complejo puede comprender una porcién de la subunidad Go mutante que puede unirse a un GPCR, tal como
uno que puede unirse funcionalmente a un GPCR tal como se describié anteriormente. La evaluacion de la union
entre las subunidades Gua y los GPCR es una practica convencional en la técnica, e incluye los métodos
descritos anteriormente. Generalmente, la porcion tiene al menos 100, 150, 200, 250 6 300 aminoacidos de
longitud.

Por GPCR se incluyen todos los 7-TMR dentro de la superfamilia de GPCR. Los GPCR adecuados para su uso
en la practica de la invencion incluyen, pero no se limitan a, el receptor de adenosina, en particular el receptor de
adenosina Aca (nombre del gen: ADORA2A), el receptor muscarinico, el receptor de serotonina (por ejemplo,
5HT2; nombre del gen HTR2C), el receptor B-adrenérgico (por ejemplo, BAR-1; nombre del gen: ADRB1), el
receptor de neurotensina (NTS+; nombre del gen: NTSR1) y el receptor de orexina (por ejemplo, OX2; nombre
del gen: HTR2C). Ademas, la Unidn Internacional de Farmacologia produce una lista de GPCR (Foord et al.
(2005) Pharmacol. Rev. 57, 279-288, y esta lista se actualiza periddicamente en http:/mww.iuphar-
db.org/GPCR/ReceptorFamiliesForward). Se observara que hay mas de 800 GPCR en seres humanos que se
dividen en diferentes clases, principalmente en funcién de sus similitudes en la secuencia de aminoacidos, por
ejemplo, las clases A, B, C, D, E y F, por ejemplo, los receptores similares a la rodopsina (clase A), los
receptores de secretina (clase B), los receptores metabotropicos de glutamato/feromonas (clase C) y los
receptores Frizzled/Smoothened (clase F) (Fredriksson et al. (2003) Mol Pharmacol 63: 1256-1272). Los GPCR
también se dividen en familias por referencia a los ligandos naturales a los que se unen. Todos los GPCR, y en
particular aquellos que se sabe que se acoplan a proteinas G, estan incluidos en el alcance de la invencion. Por
tanto, el GPCR puede ser cualquiera de un receptor de adenosina, un receptor pB-adrenérgico, un receptor de
neurotensina, un receptor de acido muscarinico, un receptor de 5-hidroxitriptamina, un adrenoceptor, un receptor
de anafilatoxina, un receptor de angiotensina, un receptor de apelina, un receptor de bombesina, un receptor de
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bradicinina, un receptor de cannabinoides, un receptor de quimiocinas, un receptor de colecistoquinina, un
receptor de dopamina, un receptor de endotelina, un receptor de acidos grasos libres, un receptor de acidos
biliares, un receptor de galanina, un receptor de motilina, un receptor de grelina, un receptor de hormona
glucoproteica, un receptor de GnRH, un receptor de histamina, un receptor de péptido derivado de KiSS1, un
receptor de leucotrienos y lipoxinas, un receptor de lisofosfolipidos, un receptor de hormona concentradora de
melanina, un receptor de melanocortina, un receptor de melatonina, un receptor de neuromedina U, un receptor
de neuropéptido, un receptor de la familia de N-formilpéptido, un receptor de acido nicotinico, un receptor
opioide, un receptor similar a la opsina, un receptor de orexina, un receptor P2Y, un receptor del péptido P518,
un receptor del factor activador de plaquetas, un receptor de procineticina, un receptor del péptido liberador de
prolactina, un receptor de prostanoides, un receptor activado por proteasa, un receptor de relaxina, un receptor
de somatostatina, un receptor SPC/LPC, un receptor de taquiquinina, un receptor de aminoacidos traza, un
receptor de la hormona liberadora de tirotropina, un receptor de urotensina, un receptor de vasopresina/oxitocina,
un GPCR huérfano, un receptor de calcitonina, un receptor del factor liberador de corticotropina, un receptor de
glucagdn (por ejemplo, receptor del péptido 1 similar al glucagén; GLP1R), un receptor paratiroideo, un receptor
VIP/PACAP, un receptor LNB7TM, un receptor GABA, un receptor de glutamato metabotropico y un receptor
sensor de calcio (véase la tabla 1 de Foord et al. (2005) Pharmacol. Rev. 57, 279-288.

Se aprecia que el complejo puede comprender una porcién del GPCR que puede unirse a una subunidad Gua
mutante, tal como una que puede unirse funcionalmente a una subunidad Ga tal como se describid
anteriormente. La porcion puede comprender sélo un resto transmembrana del GPCR. Generalmente, la porcién
tiene una longitud de al menos 100, 150, 200, 250 6 300 aminoacidos.

Las secuencias de aminoacidos (y las secuencias de nucledtidos de los ADNc que las codifican) de muchos
GPCR estan facilmente disponibles, por ejemplo, mediante referencia a GenBank. En particular, Foord et al.
anteriormente proporcionan los simbolos de los genes humanos y los identificadores de los genes humanos, de
ratén y de rata de Entrez Gene (http://mww.ncbi.nim.nih.gov/entrez). Cabe sefialar, también, que debido a que la
secuencia del genoma humano esta sustancialmente completa, las secuencias de aminoacidos de los GPCR
humanos pueden deducirse a partir de la misma.

Aunque el GPCR puede derivarse de cualquier fuente, se prefiere especialmente si proviene de una fuente
eucariota. Se prefiere especialmente si se deriva de una fuente vertebrada, tal como un mamifero o un ave. Se
prefiere particularmente si el GPCR se deriva de rata, ratén, conejo o perro o de primate no humano o del
hombre, o de pollo o pavo. Para evitar dudas, se incluye dentro del significado de “derivado de” que un ADNc o
gen se obtuvo originalmente usando material genético de la fuente, pero que la proteina puede expresarse en
cualquier célula huésped posteriormente. Por tanto, quedara claro que un GPCR eucariota (tal como un GPCR
aviar o de mamifero) puede expresarse en una célula huésped procariota, tal como E. coli, pero considerarse
derivado de aves o de mamiferos, segun sea el caso.

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

Tal como se describié anteriormente, se cree que los GPCR existen en multiples conformaciones distintas que
estan asociadas con diferentes clases farmacolégicas de ligandos, tales como agonistas y antagonistas, y que
cambian ciclicamente entre estas conformaciones para funcionar (Kenakin T. (1997) Ann NY Acad Sci 812, 116-
125). Por tanto, en una realizacién, el GPCR reside en un estado conformacional particular, tal como una
conformacién de agonista o una conformacion de antagonista. Por ejemplo, el GPCR puede ser un GPCR
mutante que tiene una estabilidad aumentada en una conformacion particular (por ejemplo, conformaciéon de
agonista o antagonista) en condiciones de desnhaturalizacidon en comparacién con la estabilidad de su GPCR
parental en la misma conformacion particular en condiciones de desnaturalizacion. Los ejemplos de tales GPCR
mutantes estabilizados y métodos para fabricarlos se conocen bien en la técnica y se hace referencia a los
documentos WO 2008/114020, WO 2009/071914, WO 2009/081136 y WO 2010/149964. Adicional o
alternativamente, para facilitar la formacién de un complejo entre una subunidad Ga mutante y un GPCR en una
conformacion particular, el GPCR puede exponerse a un agente que se sabe que estabiliza esa conformacion.
Los ejemplos de tales agentes que estabilizan la conformacion del agonista incluyen aquellos descritos
anteriormente en relacidén con el primer aspecto de la invencién, tales como nanocuerpos.

Se apreciara que una vez que la subunidad Go mutante del primer aspecto de la invencion forma un complejo
con un GPCR, el GPCR adoptara su estado unido a la proteina G, es decir, uno en el que el extremo
citoplasmatico de la hélice transmembrana 6 del GPCR se aleja del nucleo del receptor en 10 A o mas, tal como
almenos 11 A, 12A 13A 14A 15A 016 A.
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Se apreciara que puede ser conveniente marcar de manera detectable una u otra de las subunidades Gua
mutantes o GPCR, o la porcion de las mismas, para facilitar la deteccidon de su union. Los ejemplos de
marcadores adecuados incluyen un marcador de péptido, un marcador de &cido nucleico (Kerr et al. (1993) JACS
vol. 115, pags. 2529-2531; y Brenner y Lerner (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA vol. 89, pags. 5381-5383), un
marcador quimico (Ohlmeyer et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA vol. 90, pags. 109222-10926; y Maclean et
al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA vol. 94, pags. 2805-2810); un marcador fluorescente (Yamashita y
Weinstock (SmithKline Beecham Corporation), documento WO095/32425 (1995); y Sebestyen et al. (1993) Pept.
Proc. Eur. Pept. Symp. 22° 1992, pags. 63-64), o una etiqueta de radiofrecuencia (Nicolaou et al. (1995) Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. vol. 34, pags. 2289-2291; y Moran et al. (1995) JACS vol. 117, pags. 10787-10788).
También puede usarse cualquiera de los restos detectables descritos anteriormente en relacion con el primer
aspecto de la invencién.

Dado que el mapeo del bolsillo de unién de ligando es de importancia significativa para el disefio de farmacos
para modular la actividad de GPCR, puede ser deseable que el complejo comprenda ademas un ligando de
GPCR. La inclusion de un ligando también ayudara a estabilizar una conformacién particular del GPCR, tal como
una conformacion de agonista o una conformacién de antagonista.

Normalmente, el ligando es un agonista completo y puede unirse al GPCR y de provocar una respuesta biolégica
completa (100 %), medida, por ejemplo, mediante el acoplamiento de proteina G, acontecimientos de
seflalizacién posteriores o un resultado fisiolégico como la vasodilatacién. El ligando también puede ser un
agonista parcial y puede unirse al GPCR y puede provocar una respuesta biologica parcial (<100 %).

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

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

Los ligandos anteriores pueden ser ortostéricos, lo que incluye el significado de que se combinan con el mismo
sitio que el agonista enddgeno; o pueden ser alostéricos o alotépicos, lo que incluye el significado de que se
combinan con un sitio distinto del sitio ortostérico. Los ligandos anteriores pueden ser sintopicos, lo que incluye el
significado de que interactian con otros ligandos en el mismo sitio 0 en uno superpuesto. Pueden ser reversibles
oirreversibles.

Los ligandos para su uso en la invencion también pueden ser moduladores alostéricos tales como moduladores
alostéricos positivos, potenciadores, moduladores alostéricos negativos e inhibidores. Pueden tener actividad
como agonistas o agonistas inversos por si mismos o sélo pueden tener actividad en presencia de un agonista o
agonista inverso, en cuyo caso se usan en combinacion con tales moléculas para unirse al GPCR.

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

El ligando puede ser cualquiera de una molécula pequefia, una proteina, un péptido, un armazén proteico, un
acido nucleico, union, un hidrato de carbono, o un anticuerpo.

Preferiblemente, el ligando es un resto organico o inorganico pequefio, pero puede ser un péptido o polipéptido.
Normalmente, cuando el ligando es un resto organico u organico pequefio, tiene una M de desde 50 hasta 2000,
tal como, por ejemplo, de desde 100 hasta 1000, por ejemplo, desde 100 hasta 500.

Normalmente, el ligando se une al GPCR con una K4 de desde mM hasta pM, tal como, por ejemplo, en el
intervalo de desde uM (micromolar) hasta nM. Generalmente, se prefieren los ligandos con la Kd més baja.

Los ligandos de moléculas organicas pequefias se conocen bien en la técnica, por ejemplo, véanse los ejemplos
a continuacion. Otros ligandos de moléculas pequefias incluyen SHT, que es un agonista completo del receptor
5HT1A,; eltoprazina, que es un agonista parcial del receptor 5SHT1A (véase Newman-Tancredi et al. (1997)
Neuropharmacology 36, 451-459); (+)-butaclamol y espiperona son agonistas inversos del receptor D2 de
dopamina (véase Roberts y Strange (2005) Br. J. Pharmacol. 145, 34-42); y WIN55212-3 es un antagonista
neutral de CB2 (Savinainen et al. (2005) Br. J. Pharmacol. 145, 636-645).

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

El ligando puede ser un polipéptido que se une al GPCR. Tales polipéptidos (entre los que se incluyen los

oligopéptidos) son normalmente de desde M: 500 hasta M: 50.000, pero pueden ser mas grandes. El polipéptido
puede ser una proteina que interactia con GPCR que se produce de manera natural u otra proteina que
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interactua con el GPCR, o un derivado o fragmento del mismo, siempre que se una selectivamente al GPCR en
una conformacion particular. Las proteinas que interactian con GPCR incluyen aquellas asociadas con la
sefializacién y aquellas asociadas con el trafico, que a menudo actuan a través de dominios PDZ en la porcion C-
terminal del GPCR.

Los polipéptidos que se sabe que se unen a determinados GPCR incluyen cualquiera de una proteina G, una
arrestina, una proteina RGS, una cinasa del receptor de proteina G, una RAMP, una proteina 14-3-3, una NSF,
una periplaquina, una espinofilina, una cinasa GPCR, una cinasa del receptor de tirosina, un canal iénico 0 una
subunidad del mismo, una anquirina y una proteina Shanks o Homer. Otros polipéptidos incluyen las
subunidades NR1 o NR2a del receptor NMDA, calcion o una region de entramado de dominio de fibronectina. El
polipéptido puede ser uno que se una a un dominio extracelular de un GPCR, tal como la fibulina-1. El
polipéptido puede ser otro GPCR, que se une al GPCR seleccionado en un heterooligdbmero. Una revision de las
interacciones proteina-proteina en GPCR se encuentra en Milligan y White (2001) Trends Pharmacol. Sci. 22,
513-518, o en Bockaert et al. (2004) Curr. Opinion Drug Discov. Dev. 7, 649-657.

El ligando polipeptidico puede ser convenientemente un anticuerpo que se une al GPCR. Con el término
“anticuerpo” se incluyen anticuerpos que se producen de manera natural, anticuerpos monoclonales y
fragmentos de los mismos. También se incluyen anticuerpos y moléculas modificados por ingenieria que son
similares a los anticuerpos en sus caracteristicas de unién, incluyendo moléculas Fv de cadena sencilla (scFv) y
anticuerpos de dominio (dAb). También se mencionan los anticuerpos de camélidos y los anticuerpos de
camélidos modificados por ingenieria. Estas moléculas que se unen a los GPCR se conocen en la técnica y, en
cualquier caso, pueden fabricarse usando tecnologia bien conocida. Los anticuerpos adecuados incluyen los que
se usan actualmente en radioinmunoensayos (RIA) para GPCR, ya que tienden a reconocer epitopos
conformacionales.

El polipéptido también puede ser una proteina de unién basada en una region de entramado modular, tal como
las proteinas de repeticion de anquirina, las proteinas de repeticion de armadillo, las proteinas ricas en leucina,
las proteinas de repeticion de tetratriopéptido o las proteinas de repeticidon de anquirina disefiadas (DARPIn) o
las proteinas basadas en dominios de lipocalina o fibronectina o los andamios de afilina basandose en o bien
ubiquitina humana o bien cristalina gamma.

En una realizacién de la invencion, el ligando esta unido covalentemente al GPCR, tal como una proteina G o
una proteina de fusidén arrestina. Algunos GPCR (por ejemplo, el receptor de trombina) son escindidos en el
extremo N-terminal por una proteasa y el nuevo extremo N-terminal se une al sitio agonista. Por tanto, tales
GPCR son fusiones naturales GPCR-ligando.

Se apreciara que el uso de anticuerpos u otros polipéptidos de unién “universales” (tales como las proteinas G
que se sabe que se acoplan con muchos GPCR diferentes) puede ser particularmente ventajoso para los GPCR
“huérfanos” para los que no se conocen el ligando natural y los ligandos de moléculas pequefias.

En una realizacion del cuarto aspecto de la invencion, el complejo comprende ademéas una subunidad (3 de
proteina G o una subunidad y de proteina G o una subunidad By de proteina G. Hay cinco subunidades p (Gp,
GB2, GPs, GP4, GPs) y 12 subunidades vy (Gy1, Gyz, Gys, Gys4, Gys, Gy7, Gys, Gys, Gys, Gy10, Gy11, Gy12, Gyss), que
potencialmente pueden dimerizarse en cualquier combinacién de una subunidad Gp y una subunidad Gy, y
cualquiera de estos dimeros podria potencialmente unirse a cualquier subunidad Ga.. Hay muchos informes en la
bibliografia sobre combinaciones favorecidas, particularmente con respecto a la unién de diferentes GPCR (por
ejemplo, GasP1y2 se une favorablemente a B2AR, GasPzy7 0 GasPays se unen favorablemente a Aza) y, por tanto,
para una Go 0 GPCR dados, el experto en la técnica podria identificar parejas de unién de subunidades 3 y/o y
preferidos. La unidon entre las subunidades o, By v de la proteina G a menudo esta regulada por otros factores,
tal como la expresion especifica del tejido o la localizacion de la membrana. /n vivo cualquier combinacion es
posible. Las secuencias de aminoacidos (y las secuencias de nucledtidos de los ADNc que las codifican) de
muchas subunidades G y subunidades Gy estan facilmente disponibles, por ejemplo, mediante referencia a
GenBank.

En una realizacidn, el complejo comprende ademas un nucleétido. Por ejemplo, el complejo puede comprender
un nucledtido de guanina tal como GDP o GTP, o un nucledétido de xantina. El nucleétido puede ser un derivado
de un nucleétido natural o sintético, tal como GTPyS o GppNp. Por tanto, se apreciara que el complejo puede
comprender un nucledtido y un ligando. Es bien sabido que los iones de magnesio pueden ser importantes para
la unidén de nucleétidos y, por tanto, en una realizacion adicional, el complejo comprende ademas un ion de
magnesio. Por ejemplo, puede comprender un ion de magnesio y un nucledtido.

Convenientemente, se produce un complejo expresando la subunidad Ga mutante o la porcion de la misma, v el
GPCR o la porcién del mismo por separado, y afladiendo las dos proteinas juntas después de la expresién en
condiciones apropiadas para la formacién del complejo. Como alternativa, puede modificarse una célula para
expresar o sobreexpresar la subunidad Go mutante y el GPCR usando técnicas de biologia molecular
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convencionales, de modo que el GPCR/subunidad Ga mutante pueda recuperarse de la célula. Por tanto, se
apreciara que la invencién también proporciona un polinucledtido o vector de expresion que pueda codificar (i)
una subunidad Ga mutante segun el primer aspecto de la invencién, o una porcién de la misma que pueda unirse
a un GPCR, vy (ii) un GPCR o una porcién del mismo que pueda unirse a una subunidad Go mutante segun el
primer aspecto de la invencion. El polinucledtido o vector de expresién puede expresar (i) y (i) como polipéptidos
separados, o (i) y (ii) pueden ser parte de la misma cadena polipeptidica, es decir, (i) y (ii) pueden expresarse
como un polipéptido de fusién.

Preferiblemente, el complejo GPCR/subunidad G mutante es soluble. Normalmente, las proteinas se fabrican
en E. coli o en células de insectos y se purifican marcandolas, por ejemplo, con etiquetas 6x His y usando perlas
de niquel para aislar las proteinas recombinantes. Por ejemplo, normalmente, las subunidades Go mutantes se
expresan en E. coli y los GPCR se expresan en células de insectos usando el sistema de expresién de
baculovirus. De manera similar, pueden expresarse y purificarse en las células versiones de las proteinas
marcadas con diferentes epitopos. Normalmente, cualquiera de los nucledtidos, ligandos y/o iones de magnesio
se afladen al complejo aislado o purificado y se incuban en condiciones que permiten la union del nucledtido,
ligando y/o magnesio al complejo.

Tal como resulta evidente a partir de los ejemplos, el complejo del cuarto aspecto de la invencion es susceptible
de cristalizacion, por lo que se apreciara que la invencion también proporciona el complejo del cuarto aspecto de
la invencion en forma cristalina. En particular, el ejemplo 4 describe la estructura de un receptor de adenosina
A2a unido a la proteina G (miniG 414) en su forma unida al agonista (NECA), y por tanto, en una realizacion
preferida, el complejo es un complejo cristalino que comprende adenosina A2a y la subunidad Go mutante,
miniG 414.

Las subunidades y composiciones de Go mutantes dadas a conocer en el presente documento son Utiles para
estudios de cristalizacion y son utiles en programas de descubrimiento de farmacos. Pueden usarse en
mediciones biofisicas de parametros cinéticos y termodinamicos del receptor/ligando, por ejemplo, mediante
técnicas basadas en resonancia de plasmén superficial o fluorescencia. Pueden usarse en cribados de unién de
ligandos y pueden acoplarse a superficies sdlidas para su uso en pantallas de alto rendimiento o como chips
biosensores. Los chips biosensores que contienen subunidades o complejos G mutantes pueden usarse para
detectar moléculas, especialmente biomoléculas. A continuacion se ofrecen detalles adicionales sobre tales
meétodos y usos.

La invencidn proporciona una subunidad Ga mutante del primer aspecto de la invencién o un complejo segun el
tercer aspecto de la invencion, que esta en forma solubilizada (por ejemplo, después de la solubilizacion acuosa
con un detergente) y/o que esta sustancialmente libre de otras proteinas. Preferiblemente, la subunidad o
complejo Go mutante permanece en su estado plegado nativo cuando se solubiliza, o la proporcién de una
poblacién de subunidades Go mutantes o complejos que contienen dichas subunidades Ga mutantes, existente
en el estado plegado nativo, es mayor que la proporcion de una poblacidon de subunidades Ga parentales o
complejas que contienen dichas subunidades Ga parentales. Preferiblemente, la subunidad Ga mutante o el
complejo que comprende una subunidad Go mutante/GPCR mantiene su integridad estructural y esta en una
forma funcional (por ejemplo, puede unirse al ligando o su pareja de union natural (por ejemplo, proteina G o
GPCRY)).

La invencién proporciona una subunidad Ga mutante del primer aspecto de la invencién o un complejo segun el
tercer aspecto de la invencién, que esta inmovilizada en un soporte sélido. De manera similar, la invencién
proporciona un soporte sélido en el que se inmoviliza una o mas subunidades Go mutantes segun el primer
aspecto de la invencion o un complejo segun el tercer aspecto de la invencion. Por ejemplo, el soporte sdélido
puede comprender un conjunto de (por ejemplo, 2 0 mas, tales como 5 0 mas, 10 0 mas, 50 o mas, 96 o mas, 0
100 o mas) subunidades Ga mutantes, o complejos Ga mutante/GPCR. La identidad de las subunidades Gua
mutantes y/o GPCR dentro del conjunto puede ser la misma o diferente. Tales soportes sélidos son utiles en
cribados de uniéon y como biosensores.

La invencidn proporciona el uso de una subunidad Go mutante del primer aspecto de la invencién o un complejo
segun el tercer aspecto de la invencidn, para cristalizacién.

La invencidn proporciona el uso de una subunidad Go mutante del primer aspecto de la invencién o un complejo
segun el tercer aspecto de la invencién, en el descubrimiento de farmacos.

La invencién proporciona el uso de una subunidad Ga mutante del primer aspecto de la invenciéon o un complejo
segun el tercer aspecto de la invencién en un cribado de unién a ligando o en el desarrollo de ensayos.

La invencién proporciona el uso de una subunidad Ga mutante del primer aspecto de la invenciéon o un complejo
segun el tercer aspecto de la invencion, como biosensor. En una realizacién preferida, el biosensor es uno que
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puede usarse para medir los niveles de ligando in vivo.

Un cuarto aspecto de la invencion proporciona un método para producir un cristal de un complejo GPCR-
subunidad G, comprendiendo el método:

(i) proporcionar una subunidad Go mutante segun el primer aspecto de la invencién, un GPCR y, opcionalmente,
un ligando de GPCR;

(i) formar un complejo de la subunidad Ga mutante, el GPCR vy, opcionalmente, el ligando de GPCR; y
(iii) cristalizar el complejo para formar un cristal.

Las preferencias para la subunidad Ga mutante y GPCR incluyen lo descrito anteriormente en relacién con el
primer y tercer aspecto de la invencién. Se apreciara que las etapas (i) y (ii) pueden comprender proporcionar un
complejo segun el tercer aspecto de la invencion.

Puede usarse cualquier método de cristalizacion adecuado para cristalizar la proteina de fusion, tal como
cualquiera de los revisados en “Crystallisation of Biological Macromolecules” (Alexander McPherson; ISBN: 0-
87969-617-6). Preferiblemente, la cristalizacion se lleva a cabo usando el método de difusidn de vapor tal como
se describe en los ejemplos.

Convenientemente, el GPCR se cristaliza en complejo con la subunidad Go mutante en una conformacién
particular (por ejemplo, conformaciéon de agonista) y, por tanto, se apreciara que el método puede comprender
ademas poner en contacto el GPCR con un agente que se sabe que estabiliza la conformacion deseada, tal
como un ligando apropiado (agonista o antagonista) u otro agente tal como se describié anteriormente (por
ejemplo, nanocuerpo). El cristal puede usarse para resolver la estructura del complejo, por ejemplo usando
cristalografia de rayos X, tal como se describe a continuacion.

Un quinto aspecto de la invencidon proporciona un método para determinar la estructura de un GPCR en una
conformacion particular (por ejemplo, conformacion de agonista), comprendiendo el método proporcionar un
complejo del tercer aspecto de la invencidn y determinar la estructura del complejo.

La estructura de una proteina incluye la estructura primaria, secundaria, terciaria y, si corresponde, cuaternaria
de la proteina. La determinacién de la estructura tal como se usa en el presente documento incluye el significado
de determinar la disposicidn de los atomos o las coordenadas atémicas de una proteina, y a menudo se realiza
mediante un método biofisico, tal como cristalografia de rayos X.

En una realizacion, el complejo GPCR-subunidad Ga se proporciona en forma cristalina y la estructura cristalina
del complejo se determina, por ejemplo, mediante un método biofisico tal como cristalografia de rayos X. La
cristalografia de rayos X se conoce bien en la técnica. Brevemente descrito, los patrones de difraccion de rayos
X pueden obtenerse difractando los rayos X de un cristal. Los datos de difraccién se usan para calcular un mapa
de densidad electronica de la celda unitaria que comprende el cristal; los mapas se usan para establecer las
posiciones de los atomos (es decir, las coordenadas atomicas) dentro de la celda unitaria. Por tanto, el método
puede comprender ademas la obtencién de las coordenadas atomicas del cristal. En una realizacién alternativa,
se determina la estructura de RMN del complejo. En alun una realizacion alternativa, la estructura se determina
mediante criomicroscopia electrénica.

Un sexto aspecto de la invencién proporciona un método para seleccionar un mutante de una subunidad Gua
heterotrimérica parental, mutante que puede acoplarse a un GPCR en ausencia de las subunidades beta y
gamma de la proteina G heterotrimérica parental, comprendiendo el método:

(a) proporcionar uno o mas mutantes de una subunidad Go heterotrimérica parental en ausencia de las
subunidades beta y gamma de la proteina G heterotrimérica parental, en la que el uno 0 mas mutantes carecen
de al menos una hélice del dominio helicoidal de la subunidad Ga parental y tienen una secuencia de
aminoacidos que contiene una o mas mutaciones en comparacion con la secuencia de aminoéacidos de la
subunidad Go heterotrimérica parental, mutaciones que se seleccionan de una delecién, una sustituciéon y una
insercion;

(b) proporcionar un GPCR; y

(c) determinar si la 0 cada subunidad Ga mutante puede unirse al GPCR en ausencia de una subunidad beta
(GP) de proteina G heterotrimérica y una subunidad gamma (Gy) de proteina G heterotrimérica, y seleccionar

aquellos mutantes que pueden unirse al GPCR.

También se describe, y se incluye en el presente documento meramente con fines de referencia, un método para
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seleccionar un mutante de una subunidad Go heterotrimérica parental, mutante que puede acoplarse a un GPCR
en ausencia de las subunidades beta y gamma de la proteina G heterotrimérica parental, comprendiendo el
método:

(a) proporcionar uno o mas mutantes de una subunidad Go heterotrimérica parental en ausencia de las
subunidades beta y gamma de la proteina G heterotrimérica parental;

(b) proporcionar un GPCR, y

(c) determinar si la 0 cada subunidad Go mutante puede unirse al GPCR, y seleccionar los mutantes que pueden
unirse al GPCR.

Las preferencias para las subunidades Ga mutantes, la forma de fabricarlas y los GPCR incluyen las descritas
anteriormente en relacion con el primer aspecto de la invencién. Por tanto, el mutante es uno que comprende
una o mas mutaciones seleccionadas de una delecién, insercidn y sustitucién. La subunidad Go mutante carece
de al menos una hélice del dominio helicoidal. Convenientemente, el GPCR es uno que ha aumentado la
estabilidad en una conformacién particular en condiciones desnaturalizantes en comparacién con la estabilidad
de su GPCR parental en la misma conformacion particular en condiciones de desnaturalizacion.

Los métodos para evaluar la unién de subunidades Go mutantes a un GPCR también se describen anteriormente
en relacién con el primer aspecto de la invencién.

Se prefiere que la etapa (¢) comprenda determinar si la 0 cada subunidad Ga puede unirse (o “acoplarse”)
funcionalmente al GPCR y seleccionar aquellos mutantes que pueden unirse al GPCR.

Convenientemente, la etapa (c) comprende determinar si la 0 cada subunidad Go mutante aumenta la afinidad
del GPCR por el agonista, al unirse al GPCR, o determinar si la o cada subunidad Go se activa al unirse al
GPCR. Alternativamente, la etapa (c) puede comprender determinar si la o cada subunidad Ga mutante
disminuye la afinidad del GPCR por el antagonista, al unirse al GPCR, o determinar si la o cada subunidad Ga se
activa al unirse al GPCR.

Se apreciara que la etapa (c) puede comprender uno o mas de los ensayos para evaluar si una subunidad Ga
mutante se une funcionalmente o se acopla a un GPCR, descritos anteriormente en relaciéon con el primer
aspecto de la invencion, a saber, (i) un ensayo de cambio de afinidad del agonista, (i) un ensayo de
termoestabilidad, (iii) cromatografia de exclusion molecular con deteccién de fluorescencia (FSEC), (iv) analisis
de unién de saturacién basado en fluorescencia y (v) cromatografia de exclusion molecular (SEC).

Los inventores han descubierto que algunas subunidades Go mutantes de la invencion estabilizan un GPCR en
una conformacion particular, y se apreciara que puede ser deseable seleccionar dichos mutantes. Por tanto, el
método del quinto aspecto de la invencion puede comprender ademas determinar si la 0 cada subunidad Ga
mutante puede estabilizar una conformacion particular del GPCR al unirse al GPCR (por ejemplo, una
conformacién de agonista), y seleccionar aquellos mutantes que puedan hacerlo. Los métodos adecuados para
someter a prueba la estabilidad en una conformacién particular se conocen bien en la técnica, e incluyen
aquellos descritos anteriormente y en el documento W0O2008/1 14020. Brevemente, el complejo de la subunidad
Go mutante y GPCR puede estar sujeto a condiciones de desnaturalizacion (en presencia o ausencia de ligando)
y se evalla hasta qué punto el GPCR en el complejo puede unirse al ligando después de estar sujeto a
condiciones de desnaturalizacién.

En una realizacion, antes de la etapa (c), el GPCR se expone a un agente que puede estabilizar una
conformacién particular. Los agentes adecuados son conocidos en la técnica e incluyen un ligando (por ejemplo,
agonista) u otro agente tal como se describié anteriormente (por ejemplo, anticuerpo, nanocuerpo u otro agente
cuya funcién imita la del agonista natural).

La subunidad Go mutante y/o GPCR se proporcionan convenientemente en forma solubilizada en la que
mantienen la integridad estructural y estan en una forma funcional (por ejemplo, pueden unirse a sus respectivas
parejas de unidn, tal como un GPCR para Ga, o un ligando o proteina G para GPCR). Se usa un sistema de
solubilizacién apropiado, tal como un detergente adecuado (u otro agente anfipatico) y un sistema de tampén,
que puede ser elegido por el experto en la técnica para que sea eficaz para la proteina en particular. Los
detergentes tipicos que pueden usarse incluyen, por ejemplo, dodecilmaltdésido (DDM) o CHAPS u octilglucésido
(OG) o muchos otros. Puede ser conveniente incluir otros compuestos tales como hemisuccinato de colesterol o
el propio colesterol o el heptano-1,2,3-triol. Puede ser Util la presencia de glicerol, prolina o betaina.

Normalmente, la subunidad Go mutante y/o GPCR se proporcionan en un extracto bruto (por ejemplo, de la

fraccion de membrana de la célula huésped en la que se han expresado, tal como E. coli o células de
mamiferos). Pueden proporcionarse en una forma que normalmente comprende al menos el 75 %, mas
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normalmente al menos el 80 % o0 el 85 % 0 el 90 % 0 el 95 % 0 el 98 % o el 99 % de la proteina presente en la
muestra. Por supuesto, normalmente se solubilizan como se mencioné anteriormente, por lo que suelen estar
asociados con moléculas de detergente y/o moléculas de lipidos.

En una realizacion, el método del sexto aspecto de la invencién comprende ademas determinar si la subunidad
Go mutante tiene una estabilidad aumentada en condiciones de desnaturalizacién en comparacién con su
subunidad G parental y/o determinar si la subunidad G mutante se expresa a un nivel mayor que su subunidad
Go parental, cuando se expresa en una célula. Tales subunidades Go mutantes son mas manejables
experimentalmente, por lo que se prefiere que el método seleccione tales mutantes. Los métodos adecuados
para evaluar la estabilidad y los niveles de expresién son los descritos anteriormente y en los ejemplos. Se
observa que algunas subunidades Ga mutantes pueden expresarse a un nivel inferior y/o son menos estables en
condiciones de desnaturalizaciéon que sus subunidades Go parentales; sin embargo, cuando se combinan con un
GPCR, el complejo es mas estable en condiciones de desnaturalizacion que un complejo correspondiente que
comprende la subunidad Go parental. Por tanto, se apreciara que la etapa de determinar si la subunidad Ga
mutante tiene una estabilidad aumentada en condiciones de desnaturalizacion en comparacién con su subunidad
Go parental, puede comprender determinar dicha estabilidad cuando la subunidad Go mutante esta en un
complejo con un GPCR.

Un séptimo aspecto de la invencion proporciona un método para producir un mutante de una subunidad Gua
heterotrimérica parental, mutante que puede acoplarse a un GPCR en ausencia de las subunidades beta y
gamma de la proteina G heterotrimérica parental, comprendiendo el método:

(a) llevar a cabo el método del sexto aspecto de la invencion,

(b) identificar la posicién o posiciones de las mutaciones (por ejemplo, delecion, insercion y/o sustitucion) en la
subunidad o subunidades Ga mutantes que se han seleccionado por una estabilidad aumentada, y

(c) sintetizar una subunidad Go mutante que contenga una mutacién (por ejemplo, delecidn, insercion y/o
sustitucion) en una o mas de las posiciones identificadas.

Puede obtenerse una subunidad Ga mutante mediante el método del séptimo aspecto de la invencién.

Tal como se muestra en los ejemplos, los inventores han descubierto que las subunidades Ga mutantes de la
invencién pueden estabilizar una conformacién particular de un GPCR cuando la subunidad Ga esta unida al
GPCR. Por tanto, un octavo aspecto de la invencion proporciona un método para estabilizar un GPCR en una
conformacién particular, comprendiendo el método:

(a) proporcionar una subunidad Ga mutante segun el primer aspecto de la invencién, y un GPCR diana, y

(b) formar un complejo de la subunidad Go mutante y el GPCR, en el que el GPCR se estabiliza en una
conformacién particular.

Las preferencias para la subunidad Go mutante incluyen aquellas descritas anteriormente en relacién con el
primer aspecto de la invencion. El GPCR diana puede ser cualquier GPCR adecuado, y preferiblemente uno de
la misma clase o familia de GPCR que el GPCR que se sabe que se une a la subunidad Gua, y mas
preferiblemente uno que se sabe que se une a la subunidad Ga. Algunos ejemplos de GPCR apropiados son los
mencionados anteriormente.

Convenientemente, la subunidad Ga mutante esta inmovilizada sobre un soporte sélido.

Normalmente, el GPCR diana se proporciona como una disolucién que contiene el GPCR en una pluralidad de
estados conformacionales. Por tanto, el método puede comprender las etapas de (i) aplicar una disolucion que
contiene un GPCR en una pluralidad de estados conformacionales a un soporte sélido que comprende una o
mas subunidades Go mutantes inmovilizadas, (ii) formar un complejo de una o mas subunidades Ga mutantes y
el GPCR, vy (iii) retirar moléculas débilmente unidas o no unidas, en el que un GPCR se captura en una
conformacioén particular. De esta manera, se apreciara que el método del octavo aspecto de la invencidn puede
considerarse un método para capturar un GPCR en un estado conformacional particular.

En una realizacion, el método comprende ademas purificar el complejo.

Un noveno aspecto de la invencién proporciona un método para seleccionar un GPCR con estabilidad
aumentada, comprendiendo el método

(a) proporcionar uno o mas mutantes de un GPCR parental, y una subunidad Ga mutante segun el primer
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aspecto de la invencion,

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

(c) determinar si el o cada GPCR mutante tiene una estabilidad aumentada con respecto a la union al ligando
seleccionado o con respecto a la unidn a la subunidad Go mutante, en comparacién con la estabilidad del GPCR
parental con respecto a la unién a ese ligando o con respecto a la union a la subunidad Ga mutante, y

(d) seleccionar aquellos mutantes que tienen una estabilidad aumentada en comparacién con el GPCR parental
con respecto a la unién al ligando seleccionado o con respecto a la union a la subunidad Ga mutante, en el que
la conformacion particular en la que reside el GPCR en la etapa (c) corresponde a la clase de ligando
seleccionado en la etapa (b).

Los mutantes del GPCR parental pueden producirse de cualquier manera adecuada y proporcionarse en
cualquier forma adecuada. Por tanto, por ejemplo, puede crearse una serie de mutantes especificos de la
proteina parental en los que cada residuo de aminoacido en parte o la totalidad de la proteina parental se cambia
independientemente a otro residuo de aminoacido. Por ejemplo, puede ser conveniente realizar mutaciones en
aquellas partes de la proteina que se prevé que atravesaran la membrana. Por tanto, es conveniente que las
partes del GPCR que van a mutar se basen en modelado. De manera similar, estan disponibles programas
informaticos que modelan las regiones transmembrana de los GPCR en funcidén de la hidrofobia (Kyle y Dolittle
(1982) J. Mol. Biol. 157, 105-132), y pueden usarse tales modelos al seleccionar partes de la proteina a mutar.
Puede emplearse mutagénesis dirigida al sitio convencional o pueden usarse procedimientos basandose en la
reaccién en cadena de la polimerasa bien conocidos en la técnica. Es posible, pero menos deseable, usar
métodos de presentacién en ribosomas en la seleccién de la proteina mutante.

Normalmente, cada aminoacido seleccionado se reemplaza por Ala (es decir, mutagénesis por barrido de Ala),
aunque puede reemplazarse por cualquier otro aminoacido. Si el aminoacido seleccionado es Ala, puede
reemplazarse convenientemente por Leu. Alternativamente, el aminoacido puede reemplazarse por Gly (es decir,
mutagénesis por barrido de Gly), lo que puede permitir un empaquetamiento méas cercano de las hélices vecinas
que puede fijar la proteina en una conformacién particular. Si el aminoacido seleccionado es Gly, puede
reemplazarse convenientemente por Ala.

Alternativamente, los mutantes pueden producirse mediante un procedimiento de mutagénesis aleatoria, que
puede ser de toda la proteina o de una porcidn seleccionada de la misma. Los procedimientos de mutagénesis
aleatoria se conocen bien en la técnica.

Convenientemente, el GPCR mutante tiene un aminoacido reemplazado en comparacion con la proteina parental
(es decir, esta mutado en una posicién de aminoéacido). De esta manera, puede evaluarse la contribucién a la
estabilidad del reemplazo de un solo aminoacido. Sin embargo, el GPCR mutante analizado para determinar su
estabilidad puede tener mas de un aminoacido reemplazado en comparacién con la proteina parental, tal como al
menos26364656667u809010u 11012 reemplazos.

El GPCR parental no necesita ser la proteina que se produce de manera natural. Convenientemente, puede ser
una versién modificada por ingenieria que pueda expresarse en un organismo huésped adecuado, tal como
Escherichia coli. EI GPCR parental puede ser una forma truncada de la proteina que se produce de manera
natural (tfruncada en uno o0 ambos extremos), o puede ser una fusién, o bien con la proteina que se produce de
manera natural o bien con un fragmento de la misma. Alternativa o adicionalmente, el GPCR parental, en
comparacién con un GPCR que se produce de manera natural, puede modificarse para mejorar, por ejemplo, la
solubilidad o la estabilidad proteolitica (por ejemplo, mediante truncamiento, delecién de bucles, mutacion de
sitios de glicosilacion o mutacion de cadenas laterales de aminoéacidos reactivos tales como cisteina). En
cualquier caso, el GPCR parental es una proteina que puede unirse al ligando seleccionado, que es uno que se
sabe que se une al GPCR que se produce de manera natural. Convenientemente, el GPCR parental es uno que,
al afladir un ligando apropiado, puede afectar a una o mas de las actividades posteriores que se sabe
comunmente que se ven afectadas por la activacion de la proteina G. Sin embargo, se apreciara que la
estabilidad del mutante debe compararse con la de un progenitor para poder evaluar un aumento en la
estabilidad.

Normalmente, la conformacion particular es la conformacion de agonista y, por tanto, el ligando seleccionado es
un agonista. Se conocen en la técnica ejemplos de ligandos agonistas para GPCR determinados e incluyen
aquellos descritos anteriormente y en los ejemplos.

Dado que el GPCR se estabiliza cuando se une a una subunidad Ga mutante, se apreciara que la conformacion
particular (por ejemplo, la conformacidon de agonista) sera la conformacién particular (por ejemplo, la
conformacién de agonista) que tiene una conformacion caracteristica de unidén a la proteina G. Por ejemplo, la
conformacién puede ser una en la que el extremo citoplasmatico de la hélice transmembrana 6 del GPCR se
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aleja del nucleo del receptor en 10 A 0 mas, tal como al menos 11 A, 12 A 13 A 14 A 15A 016 A.

La subunidad Goa mutante y/o el GPCR mutante se proporcionan convenientemente en una forma solubilizada en
la que mantienen la integridad estructural y estan en una forma funcional, como se describié anteriormente, por
ejemplo en relacién con el séptimo aspecto de la invencion. Sin embargo, se apreciara que el GPCR mutante
puede proporcionarse en una composicién que contiene una membrana (es decir, que reside en una membrana
lipidica), ponerse en contacto con el ligando seleccionado y la subunidad Go mutante, y luego solubilizarse la
membrana, por ejemplo, con un detergente.

Una vez que se ha seleccionado el ligando, se determina entonces si el o cada GPCR mutante tiene una
estabilidad aumentada con respecto a la unién al ligando seleccionado o con respecto a la union a la subunidad
Go mutante en comparacién con el GPCR parental con respecto a la unién de ese ligando o subunidad Gua
mutante. Se apreciara que esta etapa (c) es una en la que se determina si el 0 cada GPCR mutante tiene una
estabilidad aumentada (en comparacién con su progenitor) para la conformacién particular que esta determinada
por el ligando seleccionado. Por tanto, el GPCR mutante tiene una estabilidad aumentada con respecto a la
unién al ligando seleccionado, medida por la unién al ligando o mientras se une al ligando seleccionado, o tiene
una estabilidad aumentada con respecto a la unién a la subunidad Ga mutante, medida por la unién a la
subunidad Go. mutante o mientras se une a la subunidad Go. mutante. Tal como se comenta a continuacion, se
prefiere particularmente que la estabilidad aumentada se evalle mientras se une al ligando seleccionado.

La estabilidad aumentada se mide convenientemente por una vida Util prolongada del mutante en las condiciones
impuestas que pueden provocar inestabilidad (tales como calor, condiciones de detergentes agresivos, agentes
caotropicos, etc.). La desestabilizacién en las condiciones impuestas generalmente se determina midiendo la
desnaturalizacién o pérdida de estructura. Tal como se comenta a continuacién, esto puede manifestarse por la
pérdida de la capacidad de unién al ligando o la pérdida de la capacidad de unién a la subunidad Gu o la pérdida
de indicadores de estructura secundaria o terciaria.

Cuando se usa la unién al ligando seleccionado para determinar una estabilidad aumentada, existen diferentes
formatos de ensayo que pueden usarse para determinar la estabilidad del GPCR mutante.

En una realizacién, el GPCR mutante puede ponerse en contacto con un ligando antes de someterse a un
procedimiento en el que se determina la estabilidad del mutante (el GPCR mutante y el ligando permanecen en
contacto durante el periodo de prueba). Por tanto, por ejemplo, cuando se usa el método para seleccionar GPCR
mutantes que en una conformacion se unen a un ligando y que tienen una termoestabilidad mejorada, el receptor
se pone en contacto con el ligando antes de calentarlo y luego la cantidad de ligando unido al receptor después
del calentamiento puede usarse para expresar la termoestabilidad en comparacion con el receptor parental. Esto
proporciona una medida de la cantidad de GPCR que conserva la capacidad de unidn al ligando después de la
exposicidon a condiciones de desnaturalizacién (por ejemplo, calor), lo que a su vez es un indicador de
estabilidad.

En una realizacién alternativa (pero menos preferida), el GPCR mutante se somete a un procedimiento en el que
se determina la estabilidad del mutante antes de ponerlo en contacto con el ligando. Por tanto, por ejemplo,
cuando se usa el método para seleccionar receptores de membrana mutantes que en una conformacién se unen
a un ligando y que tienen una termoestabilidad mejorada, en primer lugar se calienta el receptor antes de ponerlo
en contacto con el ligando y luego puede usarse la cantidad de ligando unido al receptor para expresar la
termoestabilidad. Nuevamente, esto proporciona una medida de la cantidad de GPCR que conserva la capacidad
de unién al ligando después de la exposicién a las condiciones de desnhaturalizacion.

Cuando se usa la unién a la subunidad Ga mutante para determinar una estabilidad aumentada, se apreciara
que el GPCR mutante y la subunidad Go mutante pueden ponerse en contacto con un ligando antes de
someterse a un procedimiento en el que se determina la estabilidad del mutante (el GPCR mutante y el ligando
permanecen en contacto durante el periodo de prueba).

En todas las realizaciones, se apreciara que la comparacion de la estabilidad del mutante se realiza con
referencia a la molécula parental en las mismas condiciones.

Se apreciara que en todas estas realizaciones, los mutantes que se seleccionan son aquellos que tienen
estabilidad aumentada cuando residen en la conformacién particular en comparacién con la proteina parental. Un
ejemplo del método del noveno aspecto de la invencién se da en el ejemplo 4.

Preferiblemente, se selecciona un GPCR mutante que presenta una estabilidad aumentada en condiciones de
desnaturalizacién, tal como uno cualquiera o mas de calor, un detergente, un agente caotrépico y un extremo de
pH.

Los métodos para evaluar la estabilidad en condiciones de desnaturalizacion incluyen los mencionados
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anteriormente en relacion con el primer aspecto de la invencion y también se describen en el documento
WO02008/114020.

Convenientemente, cuando la unién al ligando o a la subunidad Go mutante se usa para analizar el GPCR (es
decir, se usa para determinar si esta en un estado no desnaturalizado), el ligando o la subunidad Go mutante
estd marcado de manera detectable, por ejemplo, radiomarcado o marcado con fluorescencia.

De lo anterior, se apreciara que la invencién incluye un método para seleccionar un GPCR mutante con
termoestabilidad aumentada, comprendiendo el método (a) proporcionar uno o mas mutantes de un GPCR
parental, en el que el uno 0 mas mutantes residen en una composicién que contiene membrana (b) poner en
contacto el uno o mas mutantes con un ligando seleccionado (por ejemplo, agonista) que se une al GPCR
parental, y con una subunidad Go mutante segun el primer aspecto de la invencién, (c) solubilizar la composicidon
que contiene membrana; (d) determinar si el o cada mutante de un GPCR parental tiene una termoestabilidad
aumentada cuando esta en presencia de dicho ligando (por ejemplo, agonista) midiendo la capacidad del GPCR
mutante para unirse a dicho ligando seleccionado (por ejemplo, agonista), o a la subunidad Go mutante, a una
temperatura particular y después de un tiempo particular en comparacién con el GPCR parental y (d) seleccionar
aquellos GPCR mutantes que se unen a mas de dicho ligando seleccionado (por ejemplo, agonista) a la
temperatura particular y después del tiempo particular que el GPCR parental en las mismas condiciones. En la
etapa (d), normalmente se usa un periodo de tiempo fijo a la temperatura particular para medir la capacidad del
GPCR mutante para unirse al ligando seleccionado (por ejemplo, agonista) o a la subunidad Go mutante. En la
etapa (d), normalmente se eligen una temperatura y un tiempo en los cuales la unidén del ligando seleccionado
(por ejemplo, agonista) o la subunidad Ga mutante, por el GPCR parental se reduce en un 50 % durante el
periodo de tiempo fijo a esa temperatura (lo que es indicativo de que el 50 % del receptor esta inactivado; “cuasi”
Tm).

Se apreciara que puede ser deseable identificar agentes adicionales que estabilicen un complejo subunidad
GPCR/Ga segun el tercer aspecto de la invencion. Por tanto, el método también proporciona un método para
identificar uno o0 mas agentes que aumentan la estabilidad de un complejo segun el tercer aspecto de la
invencidn, en condiciones de desnaturalizacién, comprendiendo el método proporcionar un complejo segun el
tercer aspecto de la invencion, poner en contacto el complejo con un agente candidato y determinar el efecto del
agente candidato sobre la estabilidad del complejo segun el tercer aspecto de la invencion, en condiciones de
desnaturalizacién. El agente candidato puede incluir un nucleétido, un analogo de fosfato o un ion magnesio.

Un décimo aspecto de la invencion proporciona un método para preparar un GPCR mutante, comprendiendo el
método

(a) llevar a cabo el método del noveno aspecto de la invencién;

(b) identificar la posicién o posiciones del residuo o residuos de aminoacidos mutados en el GPCR o los GPCR
mutantes que se han seleccionado por una estabilidad aumentada, y

(c) sintetizar un GPCR mutante que contiene un aminoacido de reemplazo en una o mas de las posiciones
identificadas.

Puede obtenerse un GPCR mutante mediante el método del décimo aspecto de la invencion.

Los dominios MEGA también pueden ser una herramienta valiosa para el cribado de bibliotecas de fragmentos
usando métodos estructurales y no estructurales. Por consiguiente, un undécimo aspecto de la invencion
proporciona un método para identificar una pareja de unién de un GPCR, comprendiendo el método:

a) proporcionar un complejo segun el tercer aspecto de la invencién;

b) proporcionar uno 0 mas compuestos de prueba;

c) determinar si el o cada compuesto de prueba se une al complejo; y

d) aislar uno o mas compuestos de prueba que se unen al complejo.

Las preferencias para el complejo segun el tercer aspecto de la invencidn incluyen las descritas anteriormente.
Hay evidencia sdlida que sugiere que una vez que se forma un complejo ternario proteina G-GPCR, el ligando se
puede retirar del bolsillo de unidn sin provocar la disociacién del complejo: el tratamiento con hidroxilamina del
complejo rodopsina-transducina libre de nucledtidos provoca la hidrélisis del enlace de base de Schiff entre la

rodopsina y el retinal, lo que da como resultado la liberacion de retinaloxima'®. Por tanto, en una realizacion, el
complejo proporcionado en la etapa (a) no contiene un ligando de GPCR. Sin embargo, se apreciara que en
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otras realizaciones puede ser Util tener el ligando unido, por ejemplo, para identificar otras parejas de unién
ademas de modular la unién del ligando.

En una realizacién, el complejo puede proporcionarse en una preparacion de células completas, un fragmento de
membrana celular, solubilizarse en detergente o puede incorporarse en una monocapa lipidica, una bicapa
lipidica, una particula lipidica unida a perlas, otra capa lipidica soportada en sélido o un proteoliposoma.

Los inventores reconocen que el cribado de complejos de membranas de alto rendimiento se facilita
inmovilizando las membranas sobre perlas o sobre superficies que pueden disponerse en matriz o multiplexarse
de otro modo. Normalmente, los complejos de membrana se depositan sobre una superficie junto con lipidos en
forma de protecliposomas. La forma solubilizada de detergente del complejo puede ser una preparacién
parcialmente pura o altamente pura. La purificacion, posibilitada por la mejora de la estabilidad y la optimizacion
de las condiciones de solubilizacién, confiere la ventaja de retirar antigenos y lipidos “pegajosos” extrafios y otros
materiales de la superficie celular tales como hidratos de carbono a los que, por ejemplo, pueden adherirse
fagos.

Se apreciara que el GPCR y/o la subunidad Go mutante del complejo pueden modificarse por ingenieria para
incluir una etiqueta molecular en el extremo C-terminal o N-terminal, tal como se conoce bien en la técnica. La
etiqueta puede ser cualquiera de una etiqueta FLAG, una etiqueta His, una etiqueta c-Myc, una etiqueta DDDDK,
una etiqueta HSV, una etiqueta Halo o una etiqueta de biotina. Tales etiquetas pueden usarse para facilitar
protocolos de selecciéon basados en fagos en disolucién y también pueden usarse para conferir unién a un
soporte sélido.

La estabilidad aumentada de las subunidades Ga mutantes y/o GPCR mutantes en una variedad de detergentes
y tampones de solubilizacién y aditivos los hace particularmente adecuados para su inmovilizacién sobre
superficies sodlidas. Por tanto, en una realizacion, el complejo esta inmovilizado sobre un soporte sélido. Se
conocen diversos soportes en la técnica e incluyen, por ejemplo, perlas, columnas, portaobjetos, chips o placas.
La inmovilizacién puede ser mediante interaccion covalente o no covalente.

En el documento WO 2009/081136 se proporcionan diversos formatos para el cribado de parejas de union de
GPCR y puede usarse cualquiera de tales formatos.

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

En una realizacién, el uno 0 mas compuestos de prueba es un polipéptido. Por ejemplo, el compuesto de prueba
puede ser un tipo particular de polipéptido que se sabe que se une a determinados GPCR o subunidades Gua
pero cuando se desea la identificacién de un polipéptido de conformacion especifica. Alternativamente, el
polipéptido puede ser una molécula terapéutica candidata, por ejemplo una anticalina (Skerra J Biotechnol (2001)
74(4):257-75).

En una realizacion, el uno o mas compuestos de prueba es un péptido.

En una realizacion, el uno 0 mas compuestos de prueba es un aficuerpo, un peptidomimético, un acido nucleico,
un acido nucleico peptidico (PNA) o un aptamero, o un lipido o un hidrato de carbono.

En una realizacion, el uno o mas compuestos de prueba es una proteina de unién basada en una regién de
entramado modular, tal como proteinas de repeticién de anquirina, proteinas de repeticién de armadillo,
proteinas ricas en leucina, proteinas de repeticion de tetrariopéptidos o proteinas de repeticion de anquirina
disefladas (DARPIin) o proteinas basadas en dominios de lipocalina o fibronectina o armazones de afilina
basandose en o bien ubiquitina humana o bien cristalina gamma humana.

En una realizacién, el uno 0 mas compuestos de prueba es una molécula pequefia, por ejemplo, una molécula de
menos de 5000 Dalton, o el uno o mas compuestos de prueba es un producto natural.

En una realizacion, el uno o mas compuestos de prueba es un anticuerpo. Por ejemplo, el compuesto de prueba
puede ser un anticuerpo que se ha producido contra una subunidad Ga mutante, un GPCR o un complejo
subunidad Ga mutante/GPCR.

Tal como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” incluye, pero no se limita a, anticuerpo
policlonal, monoclonal, quimérico, de cadena sencilla, fragmentos Fab y fragmentos producidos por una
biblioteca de expresion de Fab. Estos fragmentos incluyen fragmentos de anticuerpos completos que conservan
su actividad de unién para una sustancia diana, fragmentos Fv, F(ab’) y F(ab’)2, asi como derivados de
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ingenieria genética de anticuerpos tales como anticuerpos de cadena sencilla (scFv), proteinas de fusion,
anticuerpos de dominio (dAb) y diacuerpos. Por ejemplo, se apreciara que la tecnologia de ADN recombinante
puede usarse para producir mas anticuerpos o moléculas quiméricas que conserven la especificidad de union de
un anticuerpo original. Esta tecnologia puede implicar la fusidon del ADN que codifica para la regién variable de
inmunoglobulina, o las regiones determinantes de complementariedad (CDR), de un anticuerpo con las regiones
constantes, o regiones constantes mas regiones de entramado de una inmunoglobulina diferente, tal como se
describe, por ejemplo, en los documentos EP-A-184187, GB 2188638A o EP-A-239400. Ademas, un hibridoma u
otra célula que produce un anticuerpo puede someterse a mutacién genética u otros cambios que pueden 0 no
alterar la especificidad de union de los anticuerpos producidos. Por tanto, dado que los anticuerpos pueden
modificarse de varias maneras, el término “anticuerpo” debe interpretarse como que abarca cualquier miembro
de unién especifico o sustancia que tenga un dominio de unidn con la especificidad requerida. Por tanto, el
término incluye fragmentos de anticuerpos, derivados, equivalentes funcionales y homodlogos de anticuerpos,
incluyendo cualquier polipéptido que comprende un dominio de unién a inmunoglobulina, ya sea natural o total o
parcialmente sintético. Por tanto, se incluyen moléculas quiméricas que comprenden un dominio de unién a
inmunoglobulina, o equivalente, fusionado a otro polipéptido. Ademas, los anticuerpos y fragmentos de los
mismos pueden ser anticuerpos humanos o humanizados, tal como se conoce bien en la técnica.

Pueden usarse diversos procedimientos conocidos en la técnica para producir anticuerpos contra subunidades
Go mutantes, GPCR o complejos subunidad Ga mutante/GPCR, o contra fragmentos o fusiones de los mismos.
Por ejemplo, se incluyen tanto la inmunizacién in vivo como la in vitro.

Se aprecia que en algunos casos se prefiere un cribado de alto rendimiento de compuestos de prueba y que el
método puede usarse como un método de “cribado de biblioteca”, un término bien conocido por los expertos en
la técnica. Por tanto, el compuesto de prueba puede ser una biblioteca de compuestos de prueba. Por ejempilo, la
biblioteca puede ser una biblioteca de péptidos o proteinas producida, por ejemplo, mediante presentacion en
ribosomas o una biblioteca de anticuerpos preparada in vivo, ex vivo o in vitro. Se conocen en la técnica
metodologias para preparar y cribar tales bibliotecas. El método se usa convenientemente en el cribado de
bibliotecas de fragmentos, por ejemplo, usando métodos biofisicos o técnicas de remojo de cristales.

La invencion incluye métodos de cribado para identificar farmacos o compuestos de partida de utilidad en el
tratamiento de una enfermedad o afeccidén. Se aprecia que los ensayos de cribado que pueden funcionar a alto
rendimiento son particularmente preferidos.

Se aprecia que en los métodos descritos en el presente documento, que pueden ser métodos de cribado de
farmacos, un término bien conocido por los expertos en la técnica, el compuesto de prueba puede ser un
compuesto similar a un farmaco o un compuesto de partida para el desarrollo de un compuesto similar a un
farmaco. Por tanto, en una realizacién, el método comprende ademas modificar un compuesto de prueba que se
ha demostrado que se une al complejo y determinar si el compuesto de prueba modificado se une al complejo.

Pueden usarse diversos métodos para determinar la unién entre un complejo subunidad Go mutante/GPCR y un
compuesto de prueba, incluyendo, por ejemplo, ensayos de inmunoadsorcion ligados a enzimas (ELISA),
ensayos de resonancia de plasmén superficial, ensayos basados en chip, inmunocitofluorescencia, tecnologia de
dos hibridos de levadura y presentacién en fagos. Otros métodos para detectar la union entre un compuesto de
prueba y el complejo incluyen la ultrafiltracién con métodos de espectroscopia de masas por pulverizacion
i6nica/HPLC u otros métodos fisicos y analiticos. Pueden usarse, por ejemplo, métodos de transferencia de
resonancia de energia de fluorescencia (FRET), bien conocidos por los expertos en la técnica, en los que puede
medirse la unién de dos entidades marcadas con fluorescencia midiendo la interacciéon de los marcadores
fluorescentes cuando estan muy préximas entre si. Se describen métodos adicionales en el documento WO
2009/081136.

La capacidad de generar parejas de unién especificas de alta afinidad para complejos Gua mutante/GPCR
facilitara la produccion de parejas de union terapéuticas. Por tanto, se apreciard que ademas de establecer la
unién al complejo, también sera deseable determinar el efecto funcional de una pareja de unién en el complejo.
Por consiguiente, en una realizacién del método, el método comprende ademas determinar si la pareja de unidon
afecta la funcién del complejo al que se une y aislar un compuesto de prueba que afecta la funcidn del complejo.

Por ejemplo, en una realizacion, se determina si la pareja de union altera la union del GPCR en el complejo a su
ligando. Por ejemplo, la pareja de union puede ser un modulador alostérico positivo o negativo.

En otra realizacion, se determina si la pareja de uniéon modula la activacién de un GPCR o una subunidad Ga
mutante. Por ejemplo, las parejas de unidn pueden ser un ligando de GPCR que es un modulador alostérico
positivo 0 negativo. En este ensayo, el complejo se expresa en una célula completa, por ejemplo, en células de
mamiferos o insectos, donde se permite que el complejo se acople a rutas de transduccion de sefiales de GPCR
bien conocidas (Eglen R.M. Functional G protein-coupled receptor assays for primary and secondary screening.
Comb. Chem High Throughput Screen. Junio de 2005;8(4):311-8) y se evalué la sefializacién a través de tales
rutas. Se proporcionan detalles adicionales de tales ensayos mas arriba en relacién con el primer aspecto de la
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invencién.
En una realizacion, el método comprende ademas

(i) determinar si el o cada compuesto de prueba se une a un complejo diferente segun el tercer aspecto de la
invencién; y

(i) aislar el o cada compuesto de prueba que no se une al complejo diferente segun el tercer aspecto de la
invencién.

De esta manera, se apreciara que el método puede usarse para identificar parejas de unién que modulan la
actividad de un par especifico de GPCR-subunidad Ga, pero que no modulan ni el receptor ni la subunidad Ga
en otras cascadas de sefializacion. Por complejo diferente, se incluye el significado de un complejo que contiene
una subunidad Go diferente (por ejemplo, de una clase o isoforma diferente) y/o un GPCR diferente al
comprendido dentro del complejo proporcionado en la etapa (a) del método. Por ejemplo, el complejo diferente
puede comprender una subunidad Go de una clase diferente a la de la subunidad Gu en el complejo de la etapa
(a) del método del undécimo aspecto de la invencién y/o un GPCR que es diferente al GPCR en el complejo de
la etapa (a) del método del undécimo aspecto de la invencion.

Un ejemplo de una superficie de contacto especifica a la que puede unirse la pareja de unidon comprende
Arg102(3.50), Ala105(3.53), 1le106(3.54), Arg107(3.55), Pro109, Leu110, Arg111, Tyr112, l11e200(5.61),
Ala203(5.64), Q207(5.67), Leu208(5.68), Q210(5.70), Lys227(6.29), Ala231(6.33), Leu235(6.37), Arg291(7.56),
1292 (bucle entre H7 y H8), Arg293(H8) y Arg296(H8) del receptor de adenosina A2a humano (nimeros de
Ballesteros-Weinstein entre paréntesis) y His41(s1.2), Asp215(s2s3.1), Val217(s3.1), Phe376(h5.8),
Cys379(h5.11), Arg380(h5.12), Asp381(h513), 11e383(h5.15), GIn384(h5.16), Arg385(h5.17), His387(h5.19),
Leu388(h5.20), GIn390(h5.22), Tyr391(h5.23), Glu392(h5.24), Leu393(h5.25), Leu394(h5.26) de Gs humana.
Usando los sistemas B-W y CGN, pueden determinarse los residuos correspondientes en otros GPCR vy
subunidades Go.

Un duodécimo aspecto de la invencién proporciona un método para identificar una pareja de unién de una
subunidad Ga, comprendiendo el método:

a) proporcionar una subunidad Go mutante segun el primer aspecto de la invencion;
b) proporcionar uno 0 mas compuestos de prueba;

c¢) determinar si el o cada compuesto de prueba se une a la subunidad Go mutante; y
d) aislar uno o mas compuestos de prueba que se unen a la subunidad Go mutante.

Las preferencias para la subunidad Go mutante incluyen aquellas mencionadas anteriormente en relacidon con el
primer aspecto de la invencion, y las preferencias para el compuesto de prueba y el formato de ensayo/etapas
del método incluyen aquellas descritas anteriormente en relacidon con el undécimo aspecto de la invencion.

Un decimotercer aspecto de la invencidn proporciona un anticuerpo que se une selectivamente a una subunidad
Go mutante segun el primer aspecto de la invencidn o al complejo segun el tercer aspecto de la invencion.
También se dan a conocer polinucledtidos que codifican para tales anticuerpos.

Los ejemplos de anticuerpos incluyen aquellos descritos anteriormente en relacion con el undécimo aspecto de la
invencién. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal. El anticuerpo puede ser
un fragmento de anticuerpo tal como un ScFv o cualquiera de los descritos anteriormente. Los métodos para
preparar anticuerpos se conocen bien en la técnica. Por ejemplo, para la produccion de anticuerpos policlonales,
pueden inmunizarse diversos animales huésped adecuados (por ejemplo, conejo, cabra, pollo, ratén u otros
mamiferos) mediante una o mas inyecciones con el inmunégeno. Las moléculas de anticuerpos policlonales
dirigidas contra la proteina inmunogénica pueden aislarse del mamifero (por ejemplo, del suero o de la yema de
huevo) y purificarse adicionalmente mediante técnicas bien conocidas, tales como cromatografia de afinidad
usando proteina A o proteina G, que proporcionan principalmente la fraccion IgG del suero inmunitario. Los
anticuerpos monoclonales pueden prepararse usando métodos de hibridoma, tales como los descritos por Kohler
y Milstein, Nature, 256:495 (1975). En un método de hibridoma, un ratén, hamster u otro animal huésped
apropiado generalmente se inmuniza con un agente inmunizante para provocar linfocitos que produzcan o
puedan producir anticuerpos que se uniran especificamente al agente inmunizante.

Se apreciara que los anticuerpos contra el complejo pueden ayudar a estabilizar el complejo en condiciones de

desnaturalizacién. Ademas, los anticuerpos contra el complejo pueden tener valor terapéutico, ya que es mas
probable que activen el receptor que los anticuerpos producidos contra complejos GPCR/ligando solos.
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Un decimocuarto aspecto de la invencién proporciona un método para evaluar la unidén entre una proteina Gy un
GPCR, comprendiendo el método proporcionar una subunidad Go mutante segun el primer aspecto de la
invencién, y un GPCR, y evaluar la unién entre la subunidad Ga mutante y el GPCR.

Las preferencias para la subunidad Go mutante incluyen aquellas descritas anteriormente en relacién con el
primer aspecto de la invencién. Puede usarse cualquier GPCR adecuado tal como se describié anteriormente.

Los métodos para evaluar la union entre la subunidad Go mutante y GPCR se conocen bien en la técnica e
incluyen aquellos descritos anteriormente, por ejemplo, métodos para evaluar la union a proteinas tal como se
describe en el primer y undécimo aspecto de la invencion.

En una realizacién, el método comprende evaluar la union o acoplamiento funcional entre la subunidad Ga
mutante y GPCR. Nuevamente, los métodos adecuados para hacerlo se describieron anteriormente.

Convenientemente, uno 0 ambos de la Ga mutante y el GPCR estan marcados de manera detectable, tal como,
por ejemplo, marcados con fluorescencia. Puede usarse FRET.

En una realizacién, la subunidad Go mutante y el GPCR se proporcionan dentro de una célula, opcionalmente en
la que el método se lleva a cabo in vivo o in vitro.

Un decimoquinto aspecto de la invencidn proporciona un método para evaluar el efecto de un agente sobre la
unién entre una proteina G y un GPCR, comprendiendo el método proporcionar una subunidad Ga mutante
segun el primer aspecto de la invencién, y evaluar el efecto del agente sobre el acoplamiento entre la subunidad
Go mutante y el GPCR.

Las preferencias para el ensayo incluyen aquellas mencionadas anteriormente en relacién con el decimocuarto
aspecto de la invencion. Al igual que con el decimocuarto aspecto de la invencién, la unién que se evalla puede
ser una unién o acoplamiento funcional. Se apreciara que este método puede ser Util para identificar agentes que
tienen un efecto positivo o negativo en la interaccién o acoplamiento entre una subunidad Go y un GPCR. Por
ejemplo, una disminucién en la sefial generada a partir del ensayo seria indicativa de un agente que inhibe la
formacion de complejos. Generalmente, el método se llevara a cabo en presencia y ausencia del agente para
que pueda evaluarse el efecto del agente en la interaccion.

Un decimosexto aspecto de la invencidn proporciona un método para seleccionar o disefiar una o mas parejas de
unién de un GPCR, una proteina G, o un complejo GPCR-proteina G, comprendiendo el método:

(a) proporcionar una representacion estructural tridimensional de una subunidad Ga mutante segun el primer
aspecto de la invencién, o un complejo segun el tercer aspecto de la invencion,

(b) usar medios de modelado molecular para seleccionar o disefiar una 0 méas parejas de union del GPCR, la
proteina G o el complejo GPCR-proteina G, en el que la representacion estructural tridimensional de al menos
parte de la subunidad G mutante o el complejo se compara con una representacion estructural tridimensional de
una o mas parejas de unién candidatas, y se seleccionan una o0 mas parejas de unidon que se predice que
interactuaran con el GPCR, la proteina G o el complejo GPCR-proteina G.

Por una “representacion estructural tridimensional” se incluye una representacién generada por ordenador o una
representacion fisica. Normalmente, la representacidon se genera por ordenador. Las representaciones
informaticas pueden generarse o visualizarse mediante programas de software disponibles comercialmente. Los
ejemplos de programas de software incluyen, pero no se limitan a, QUANTA (Accelrys. COPYRIGHT.2001,
2002), O (Jones et al., Acta Crystallogr. A47, pags. 110-119 (1991)) y RIBBONS (Carson, J. Appl. Crystallogr.,
24, pags. 9589-961 (1991)).

Por “pareja de unién” quiere decirse cualquier molécula que se una a un GPCR, una proteina G o un complejo
GPCR-proteina G. Preferiblemente, la molécula se une selectivamente al GPCR, la proteina G o el complejo
GPCR-proteina G. Por ejemplo, se prefiere que la pareja de union tenga un valor Kq (constante de disociacién)
que sea al menos cinco o diez veces menor (es decir, mayor afinidad) que para al menos otro GPCR, proteina G
o complejo GPCR-proteina G, y preferiblemente mas de 100 o 500 veces menor.

La pareja de unidén puede ser cualquiera de una molécula pequefia (por ejemplo, con un peso molecular menor
de 5000 Dalton, por ejemplo, menor de 4000, 3000, 2000, 1000 6 500 Dalton); un polipéptido; una anticalina; un
péptido; un anticuerpo; un anticuerpo quimérico; un anticuerpo de cadena sencilla; un aptamero; una darpin; un
fragmento de anticuerpo Fab, F(ab’)2, Fv, ScFv o dAb; una molécula pequefia; un producto natural; un aficuerpo;
un peptidomimético; un acido nucleico; una molécula de acido nucleico peptidico; un lipido; un hidrato de
carbono; una proteina basada en una region de entramado modular que incluye proteinas de repeticion de
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anquirina, proteinas de repeticién de armadillo, proteinas ricas en leucina, proteinas de repeticién de
tetrariopéptidos o proteinas de repeticién de anquirina disefiadas (DARPIn); una proteina basada en dominios de
lipocalina o fibronectina o armazones de afilina basados en o bien ubiquitina humana o bien cristalina gamma
humana; una proteina G; una proteina RGS; una arrestina; una cinasa GPCR; una tirosina cinasa receptora; un
RAMP; un NSF; un GPCR; una subunidad NR1 o NR2a del receptor NMDA; calcion; o un fragmento o derivado
de los mismos que se une a un GPCR, una proteina G o un complejo GPCR-proteina G.

Los métodos para seleccionar o disefiar parejas de union, y para usar modelado molecular se conocen bien en la
técnica y se describen, por ejemplo, en el documento WO2008/068534. Por ejemplo, las técnicas de modelado
molecular que pueden emplearse segun esta invencion incluyen, por ejemplo, N. C. Cohen et al., “Molecular
Modeling Software and Methods for Medicinal Chemistry”, J. Med. Chem, 33, pags. 883-894 (1990); véase
también, M. A. Navia y M. A. Murcko, “The Use of Structural Information in Drug Design”, Current Opinions in
Structural Biology, 2, pags. 202-210 (1992); L. M. Balbes et al., “A Perspective of Modern Methods in Computer-
Aided Drug Design”, en Reviews in Computational Chemistry, vol. 5, K. B. Lipkowitz y D. B. Boyd, eds., VCH,
Nueva York, pags. 337-380 (1994); véase también, W. C. Guida, “Software For Structure-Based Drug Design’,
Curr. Opin. Struct. Biology, 4, pags. 777-781 (1994).

El disefio de parejas de unidon generalmente puede lograrse de dos maneras, 0 bien mediante el ensamblaje
paso a paso de una pareja de union o mediante la sintesis de novo de una pareja de unién. Ademas, existen
otros métodos informaticos para seleccionar parejas de unién. Por tanto, se apreciara que el método puede
usarse en el cribado de fragmentos, en métodos biofisicos de cribado y en el cribado de bibliotecas codificadas
con ADN.

Un decimoséptimo aspecto de la invencién proporciona un método para el analisis de la interaccién de una o
mas parejas de unién con un GPCR, una proteina G o un complejo GPCR-proteina G, comprendiendo el método:

(a) proporcionar una representacion estructural tridimensional de una subunidad Ga mutante segun el primer
aspecto de la invencién, o un complejo segun el tercer aspecto de la invencion,

(b) proporcionar una representacién estructural tridimensional de una o mas parejas de unién que van a ajustarse
a la estructura de la subunidad G mutante o complejo, o parte de dicha estructura; y

(c) ajustar la una o mas de las parejas de unidon a dicha estructura.

Por “ajuste” se entiende determinar por medios automaticos o semiautomaticos las interacciones entre uno o
mas atomos de una pareja de union candidata y al menos un atomo del GPCR, una proteina G o una estructura
de complejo GPCR-proteina G de la invencién, y calcular el grado en el que dichas interacciones son estables.
Las interacciones incluyen atraccién y repulsién, provocadas por consideraciones de carga, estéricas, lipofilas y
similares. Las interacciones de carga y estéricas de este tipo pueden modelarse por célculo. Un ejemplo de tal
calculo seria a través de un campo de fuerza tal como el de Amber (Cornell et al. A Second Generation Force
Field for the Simulation of Proteins, Nucleic Acids, and Organic Molecules, Journal of the American Chemical
Society, (1995), 1 17(19), 5179-97) que asignaria cargas parciales a los atomos de la proteina y la pareja de
unién y evaluaria la energia de interaccién electrostatica entre una proteina y el atomo de la pareja de unidon
usando el potencial coulombiano. El campo de fuerza de Amber también asignaria términos de energia de van
der Waals para evaluar las interacciones estéricas atractivas y repulsivas entre dos atomos. Las interacciones
lipofilas pueden modelarse usando una variedad de medios. Estan disponibles otros métodos para evaluar las
contribuciones hidréfobas a la union del ligando y los mismos serian conocidos por un experto en la técnica.
Otros métodos para evaluar interacciones estan disponibles y serian conocidos por un experto en la técnica de
disefiar moléculas tal como se describié anteriormente. Se conocen en la técnica diversos métodos informaticos
de ajuste y se describen en el documento WO 2008/068534.

En una realizacion del decimosexto o decimoséptimo aspecto de la invencidn, la representacién estructural
tridimensional de una subunidad Go mutante segun el primer aspecto de la invencién, o un complejo segun el
tercer aspecto de la invencion, se obtiene proporcionando una subunidad Ga mutante segun el primer aspecto
de la invencion, o un complejo segun el tercer aspecto de la invencién, y determinando la estructura
tridimensional de la subunidad Ga mutante o del complejo.

En una realizacion del decimosexto o decimoséptimo aspecto de la invencion, el método puede comprender
ademas modificar la representacién estructural de una o mas parejas de unidén para aumentar o disminuir su
interaccion con un GPCR, una proteina G o un complejo GPCR-proteina G.

Un decimoctavo aspecto de la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende una

subunidad Go mutante segun el primer aspecto de la invencion, un complejo segun el tercer aspecto de la
invencién, o un anticuerpo segun el decimotercer aspecto de la invencién.
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Se apreciara que la subunidad Go mutante segun el primer aspecto de la invencidn, un complejo segun el tercer
aspecto de la invencién, o un anticuerpo segun el decimotercer aspecto de la invencion, puede usarse en
medicina.

Se apreciara que cualquiera de la subunidad Ga mutante segun el primer aspecto de la invencién, un complejo
segun el tercer aspecto de la invencion o un anticuerpo segun el decimotercer aspecto de la invencién puede
tener valor terapéutico para combatir una enfermedad o afeccion asociada con una sefializacion aberrante de la
proteina G (por ejemplo, sefalizaciéon de proteina G regulada por incremento). Por enfermedad o afeccion
asociada a una sefializacion aberrante de la proteina G (por ejemplo, sefializacién de la proteina G regulada por
incremento), se incluye el significado de cualquier afeccién o trastorno bioldégico o médico en el que al menos
parte de la patologia esté mediada por una sefializacidn aberrante de la proteina G (por ejemplo, sefializacion de
la proteina G regulada por incremento). La afeccién puede estar provocada por la presencia de células no
deseadas o bien la presencia de células no deseadas puede ser un efecto de la afeccién. Tales enfermedades se
conocen bien en la técnica y pueden identificarse consultando la bibliografia cientifica. Un ejemplo de tal afeccién
es cancer. Por combatir una enfermedad o afeccion se incluye el significado de reducir o aliviar los sintomas en
un paciente (es decir, uso paliativo), prevenir que los sintomas empeoren o progresen, tratar el trastorno (por
ejemplo, mediante la inhibicidn o eliminacién del agente causal) o prevenir la afeccidn o trastorno en un sujeto
que esta libre del mismo.

La subunidad Ga mutante segun el primer aspecto de la invencion, un complejo segun el tercer aspecto de la
invencién, o un anticuerpo segun el decimotercer aspecto de la invencién, puede usarse para combatir una
enfermedad o afeccidn asociada con una sefializacién aberrante de la proteina G (por ejemplo, sefializacién de
proteina G regulada por incremento). Preferiblemente, la enfermedad o afeccion es cancer.

En relacion con el complejo segun el tercer aspecto de la invencidon, se apreciara que este puede usarse
potencialmente como un receptor sefiuelo de alta afinidad para absorber el exceso de ligando y, por tanto, puede
ser Util para regular por disminucion una respuesta de proteina G inapropiadamente alta.

Si bien es posible administrar la subunidad Go mutante, el complejo o el anticuerpo de la invencién solo, es
preferible presentarlo como una formulacion farmacéutica, junto con uno o mas portadores aceptables. El/los
portador(es) debe(n) ser “aceptable(s)” en el sentido de ser compatible(s) con el agente terapéutico y no
perjudicial(es) para los receptores del/de los mismo(s). Normalmente, los portadores seran agua o solucién
salina, que seran estériles y libres de pirégenos.

Cuando sea apropiado, las formulaciones pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacién
unitaria y pueden prepararse mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia.
Tales métodos incluyen la etapa de asociar el principio activo (agente para tratar o prevenir una afeccidn
caracterizada por células no deseadas) con el portador que constituye uno 0 mas componentes auxiliares. En
general, las formulaciones se preparan asociando de manera uniforme e intima el principio activo con portadores
liquidos o portadores sdélidos finamente divididos 0 ambos, y luego, si es necesario, dandole forma al producto.

Las formulaciones segun la presente invencién adecuadas para administracién oral pueden presentarse como
unidades discretas tales como capsulas, obleas o comprimidos, cada uno de los cuales contiene una cantidad
predeterminada del principio activo, como un polvo o granulos; como una disolucidon o una suspensién en un
liquido acuoso o un liquido no acuoso; 0 como una emulsion liquida de aceite en agua o una emulsién liquida de
agua en aceite. El principio activo también puede presentarse en forma de bolo, electuario o pasta.

Las formulaciones de dosificacion unitaria preferidas son aquellas que contienen una dosis o unidad diaria, una
subdosis diaria o una fraccién apropiada de la misma, de un principio activo.

Debe entenderse que ademas de los componentes particularmente mencionados anteriormente, las
formulaciones de esta invencidon pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica teniendo en cuenta el
tipo de formulacidn en cuestién, por ejemplo, aquellas adecuadas para administracién oral pueden incluir agentes
aromatizantes.

La cantidad de la subunidad Ga. mutante, complejo o anticuerpo de la invencidn que se administra al individuo es
una cantidad eficaz para combatir la afeccién particular del individuo. La cantidad podra determinarla médico.

Preferiblemente, en el contexto de cualquier uso médico descrito en el presente documento, el sujeto que va a
tratarse es un ser humano. Alternativamente, el sujeto puede ser un animal, por ejemplo, un animal doméstico
(por ejemplo, un perro o un gato), un animal de laboratorio (por ejemplo, un roedor de laboratorio, por ejemplo,
un ratdn, una rata o un conejo) o un animal importante en la agricultura (es decir, ganado), por ejemplo, caballos,
ganado vacuno, ovejas o cabras.

Un kit de partes que comprende (i) una subunidad Ga mutante segun el primer aspecto de la invencién y (ii) un
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GPCR o una porcion del mismo que puede unirse a una subunidad Ga mutante segun el primer aspecto de la
invencién. Se apreciara que la invencion también incluye un kit de partes que comprende (i) un polinucleétido
que codifica para una subunidad Go mutante segun el primer aspecto de la invencién y (ii) un polinucledtido que
codifica para un GPCR o una porcidén del mismo que puede unirse a una subunidad Go mutante segun el primer
aspecto de la invencion.

Las preferencias para la subunidad Go mutante, el GPCR y los polinucledtidos que codifican para los mismos,
incluyen aquellos descritos anteriormente en relacion con el primer, segundo y tercer aspectos de la invencion.

Convenientemente, uno o ambos de (i) y (ii) en el kit de piezas estdn marcados de manera detectable.

En una realizacidon, el kit comprende ademas un ligando de GPCR, cuyos ejemplos adecuados incluyen
cualquiera de los mencionados anteriormente. Por ejemplo, el ligando de GPCR puede ser cualquiera de una
molécula pequefia, una proteina, un péptido, un armazén proteinico, un acido nucleico, un ion, un hidrato de
carbono, o un anticuerpo.

En una realizacién adicional, el kit de partes comprende ademas una subunidad B de proteina G y/o una
subunidad y de proteina G. Nuevamente, se describen anteriormente ejemplos adecuados de subunidades By de
la proteina G. Por ejemplo, el kit puede comprender cualquiera de las cinco subunidades (3 y/o cualquiera de las
12 subunidades y. En un ejemplo especifico, el kit puede comprender 1 y/o y2.

En aun una realizacion adicional, el kit de partes comprende ademas un nucleétido, opcionalmente en el que el
nucleétido es un nucleétido de guanina tal como GDP o GTP, u opcionalmente en el que el nucleétido es un
nucleétido de xantina. Otros nucledtidos posibles incluyen los mencionados anteriormente en relacién con otros
aspectos de la invencion (por ejemplo, GTPyS o GppNp).

La invencidn se describird ahora con referencia a las siguientes figuras y ejemplos. En la medida en que los
ejemplos contienen el objeto que esta fuera del alcance de la invencién reivindicada, se incluye Unicamente con
fines de referencia.

Figura 1. Alineacion de la secuencia de aminoacidos de mini-Gs con la secuencia G alfa humana. Las deleciones
y sustituciones de aminoacidos resaltadas en gris fueron fundamentales para el desarrollo de un dominio
GTPasa minimo que pudiera funcionar en ausencia de subunidades beta y gamma. La delecion N-terminal fue
necesaria para la cristalizacién, al igual que la delecion del dominio helicoidal. Para mayor claridad, toda la
numeracion usa los numeros de la secuencia GNASL humana completa (1-394), aunque mini-Gs contiene sélo
229 residuos de aminoacidos.

Figura 2. Datos de union por saturacion para constructos de B1AR, (a) La constante de disociacion (Kq) de la
union de ®H-dihidroalprenolol (3H-DHA) a B1AR-WT fue de 5,0 £ 0,6 nM. (b) La K4 de la unién de *H-DHA a B1AR-
84 fue de 20 £ 3 nM. Los datos representan la media + EEM de tres experimentos independientes. Las curvas
que se muestran son de un experimento representativo realizado por duplicado.

Figura 3. Medicién del acoplamiento de la proteina G a B1AR incrustado en la membrana usando un ensayo de
unién competitiva.

(a) Para mayor claridad, las curvas que representan las reacciones de unidon se describen en orden desde el lado
izquierdo del grafico hasta el lado derecho del grafico (la Ki para la unién de isoprenalina se muestra entre
paréntesis, y también se indica el numero de experimentos independientes (n)): (i) B1AR-WT + Nb80 (Ki 5,8 +
0,8 nM, n=2); (ii) B1AR-WT + Gs-Nb35 (Ki 6,8 £ 0,6 nM, n=2); (iii) B1AR-WT + Gs (Ki 17 £ 2 nM, n=2); (iv) B1AR-
WT (40 £ 0 nM, n=2).

(b) Para mayor claridad, las curvas que representan las reacciones de unidon se describen en orden desde el lado
izquierdo del grafico hasta el lado derecho del grafico (la Ki para la unién de isoprenalina se muestra entre
paréntesis, y también se indica el numero de experimentos independientes (n)): (i) B1AR-84 + Gs-Nb35 (Ki 16 +
4 nM, n=3); (i) p1AR-84 + Nb80 (Ki 28 + 1 nM, n=2), (iii) B1AR-84 + Gs (Ki 271 + 54 nM, n=2); (iv) p1AR-84 (2,6 *
0,3 uM, n=2).

(c) Experimentos realizados a 20 °C. Para mayor claridad, las curvas que representan las reacciones de unién se
describen en orden desde el lado izquierdo del grafico hasta el lado derecho del grafico (la Ki para la unién de
isoprenalina se muestra entre paréntesis, y también se indica el numero de experimentos independientes (n)): (i)
B1AR-84 + mini Gs77 - By - Nb35 (Ki 3,6 £ 0,8 nM, n=2); (ii) B1AR-84 + mini Gs77 (Ki 1,9 = 0,2 uM, n=3); (iii) B1AR-
84 (Ki 2,6 + 0,3 pM, n=15).

(d) Experimentos realizados a 4 °C. Para mayor claridad, las curvas que representan las reacciones de unién se
describen en orden desde el lado izquierdo del grafico hasta el lado derecho del grafico (la Ki para la unién de

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2998 019 T3

isoprenalina se muestra entre paréntesis, y también se indica el numero de experimentos independientes (n)): (i)
B1AR-84 + mini Gs77- By - Nb35 (Ki 10 nM, n=2); (ii) B1AR-84 + mini Gs77 (Ki 117 nM, n=2); (iii) p1AR-84 (Ki 2,1 +
0,2 uM, n=12).

Figura 4. Estructura cristalina del complejo BAR-WT-Gs™, (a) La Gs heterotrimérica estd compuesta por
subunidades o, By y y esta estabilizada en la conformacién unida a GPCR por Nb35. (b) Sélo el dominio
GaGTPasa de 25 KDa de Gs forma interacciones significativas con B1AR-WT.

Figura 5. Andlisis de la purificacién de mini Gs77 mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE). (1) Marcador de peso molecular, (2) mini Gs77, (3) 25 ng de BSA, (4) 50 ng de
BSA, (5) 100 ng de BSA, (6) 250 ng de BSA, (7) 500 ng de BSA, (8) 1 ng de BSA, (9) 2,5 ng de BSA. Pudo
purificarse mini Gs77 (indicado con la flecha) parcialmente con un rendimiento de aproximadamente 200 ng por
litro de cultivo de E. coliy una pureza de aproximadamente el 10-20 por ciento.

Figura 6. Disefio de mutaciones para estabilizar mini-Gs. (a) Alineacién estructural de Gas®! (gris oscuro) y Arl-
29 (gris claro). El dominio GTPasa de Gus se alinea con Arl-2 con un RMSD de 1,9 A, a pesar de compartir una
identidad de secuencia de solo el 25 por ciento (determinada usando el servidor Dali'®), (b) alineacion entre el
bolsillo de unidén a nucleétidos de Gas (gris oscuro) y Arl-2 (gris claro). Los residuos mini-Gs que se mutaron para
que coincidan con el residuo correspondiente en Arl-2 (G49D, E50N, A249D y S252D) se muestran como barras
y subrayados. Los residuos con los que las mutaciones interactian potencialmente se muestran como barras, (c)
la mutacién de Leu-272, que se encuentra dentro de la hélice o3, al acido aspartico permite interacciones
potenciales con un grupo de residuos cargados y polares (227-233) en la regién N-terminal del interruptor Il. (d)
Alineacién de Gas en sus conformaciones unida a GTP (gris oscuro) y unida a GPCR (gris claro). En la
conformacién unida a GPCR, lle-372 (hélice «5) choca estéricamente con Met-60 y His-64 (hélice «1), lo que
impide el empaquetamiento cercano de la hélice a1 contra el nucleo del dominio GaGTPasa. (e) La mutacion
V375! (modelada usando la funcidon de mutacion de PyMol) se disefid para aumentar los contactos hidréfobos
entre el nucleo del dominio G aGTPasa y la hélice «5 en su conformacién unida a GPCR. Los residuos que
interactian con Val-375 se muestran como barras, los contactos adicionales (menos de 4,2 A) que se predice
que se formaran por el carbono 3 (*) de la mutacidén de isoleucina se muestran como lineas discontinuas. Las
figuras se prepararon usando PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, versién 1.7.4 Schrédinger, LLC).

Figura 7. Ensayo de union competitiva de B1AR-WT usando el agonista norepinefrina. El ensayo se realizé en
condiciones de tampén idénticas a las usadas para el ensayo de termoestabilidad. Para mayor claridad, las
curvas que representan las reacciones de unién se describen en orden desde el lado izquierdo del grafico hasta
el lado derecho del grafico (la Ki para la union de isoprenalina se muestra entre paréntesis, y también se indica el
numero de experimentos independientes (n)): (i) B1AR-WT + Gs-Nb35 (Ki 0,36 £ 0,02 nM, n = 2); (ii) B1AR-WT +
Nb80 (Ki 0,70 + 0,11 nM, n = 2); (iii) B1AR-WT (Ki 158 + 6 nM, n = 2).

Figura 8. Secuencia de mini Gssos. La etiqueta de histidina (HHHHHH codificada por CACCACCATCATCACCAT)
esté resaltada en gris oscuro, el sitio de escision de la proteasa TEV esta resaltado en gris claro (ENLYFQG
codificado por GAAAATCTTTATTTCCAGGGT) y el ligador usado para reemplazar el dominio GaAH esta
resaltado en gris (GGSGGSGG codificado por GCGTGGGAGTGGCGGGAGCGGAGGT). Las mutaciones se
muestran en negrita y subrayadas. Este constructo se cloné en el vector pET15b usando los sitios de restriccion
Ncol (CCATGG) y Xhol (CTCGAG) para la expresion en E. coli. Los codones de parada también estan resaltados
(TAATAG).

Figura 9. Validacién de mini-Gs: farmacologia de B1AR y complejos de mini-Gs, (a-c) Medicién de la unidn de la
proteina G a 31AR usando un ensayo de unidn competitiva. (a) Receptor en membranas. Para mayor claridad,
las curvas que representan las reacciones de unién se describen en orden desde el lado izquierdo del grafico
hasta el lado derecho del grafico (la Ki para la unién de isoprenalina se muestra entre paréntesis, y también se
indica el nimero de experimentos independientes (n)): (i) f1AR-WT + mini Gsses (Ki 4,1 + 1,1 nM, n=2); (ii) B1AR-
WT + Gs - Nb35 (Ki 6,8 + 0,6 nM, n=2); (iii) B1AR-WT (Ki 40 £ 0 nM, n=2).

(b) Receptor en membranas. Para mayor claridad, las curvas que representan las reacciones de unién se
describen en orden desde el lado izquierdo del grafico hasta el lado derecho del grafico (la Ki para la unién de
isoprenalina se muestra entre paréntesis, y también se indica el numero de experimentos independientes (n)): (i)
B1AR-84 + mini Gssgs (Ki 3,6 + 0,0 nM, n=2); (ii) B1AR-84 + Gs - Nb35 (Ki 16 + 4 nM, n=2); (iii) p1AR-84 (Ki 2,6 +
0,3 uM, n=15).

(c) Receptor solubilizado en DDM. Para mayor claridad, las curvas que representan las reacciones de unién se
describen en orden desde el lado izquierdo del grafico hasta el lado derecho del grafico (la Ki para la unién de
isoprenalina se muestra entre paréntesis, y también se indica el numero de experimentos independientes (n)): (i)
B1AR-84 + mini GS393 (Ki 4,7 £ 0,4 nM, n=2); (ii) p1AR-84 + Gs - Nb35 (Ki 23 + 7 nM, n=2); (iii) p1AR-84 (Ki 2,8 +
0,2 uM, n=2).
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(d-f) Analisis de filtracién en gel analitico de complejos de mini-Gs, (d) se purificé mini Gssgs con un rendimiento
de 100 mg por litro de cultivo de E. coli (recuadro) y se resolvié como un pico Unico con un volumen de retencién
de 17,2 ml por filtracién en gel, (e) mini Gsagg, un constructo en el que se reemplazaron los residuos N-terminales
6-25 y se revirtié la mutacion L272D, mantuvo su capacidad para unirse a Gp1y2. Una mezcla equimolar de mini
Gsage ¥ GP1y2 que se resolviéo como un pico Unico con un volumen de retencién de 14,6 ml, en comparacién con
volumenes de retencion de 15,8 ml o 16,4 ml para GB1y2 0 mini Gssg, respectivamente. (f) Pudo unirse mini
Gssg3 a B1AR-WT purificado en detergente LMNG. Una mezcla equimolar de mini Gsses y B1AR-WT que se
resolvid como un pico predominante con un volumen de retencion de 13,2 ml, en comparacidén con volumenes de
retencion de 13,6 ml 0 17,1 ml para B1AR-WT o mini Gssgs, respectivamente.

Figura 10. Validacion de mini-Gs: termoestabilidad y grado de respuesta a GTP (a-b) Termoestabilidad de
complejos B1AR-WT. (a) Termoestabilidad en dodecilmaltésido. Para mayor claridad, las curvas de
termoestabilidad se describen en orden desde el lado izquierdo del gréafico hasta el lado derecho del grafico (la
Tm aparente se muestra entre paréntesis, y también se indica el numero de experimentos independientes (n)): (i)
B1AR-WT (Tm 25,9 £ 0,0 °C, n = 3); (ii) B1AR-WT + Nb80 (Tm 32,0 £ 0,0 °C, n = 3); (iii) B1AR-WT + mini Gssgs
(Tm 34,1+ 0,5 °C, n=3); (iv) B1AR-WT + Gs - Nb35 (Tm 35,8 + 0,1 °C, n=3).

(b) Termoestabilidad en octilglucésido; el B1AR-WT desacoplado no sobrevivid a la solubilizacion en detergente
OG. Para mayor claridad, las curvas de termoestabilidad se describen en orden desde el lado izquierdo del
grafico hasta el lado derecho del grafico (la Tm aparente se muestra entre paréntesis, y también se indica el
numero de experimentos independientes (n)): (i) B1AR-WT + Gs - Nb35 (Tm 13,6 £ 0,2 °C, n = 3); (ii) B1AR-WT +
Nb80 (Tm 14,3 £ 0,2 °C, n = 3); (iii) B1AR-WT + mini Gssgs (Tm 19,7 £ 0,5°C, n = 3).

(c-d) Disociacion mediada por GTP de complejos B1AR-84, medida mediante ensayo de unién competitiva en
membranas. Mini Gs4o4, €s Un constructo idéntico a mini Gssgs, excepto que se revirtieron las mutaciones 1372Ay
V375l

(c) No hay GTPyS presente en el ensayo. Para mayor claridad, las curvas que representan las reacciones de
unién se describen en orden desde el lado izquierdo del grafico hasta el lado derecho del gréfico (la Ki para la
unién de isoprenalina se muestra entre paréntesis, y también se indica el numero de experimentos
independientes (n)): (i) B1AR-84 + mini Gssgs (Ki 3,6 £ 0,0 nM, n=3); (ii) B1AR-84 + mini Gsa4o04 (Ki 18 £ 2 nM, n=2);
(iii) p1AR-84 + Gs (Ki 271 £ 54 nM, n=2); (iv) p1AR-84 (Ki 2,6 + 0,3 pM; n=15).

(d) En presencia de GTPyS 0,25 mM en el ensayo. Para mayor claridad, las curvas que representan las
reacciones de union se describen en orden desde el lado izquierdo del grafico hasta el lado derecho del grafico
(la Ki para la unién de isoprenalina se muestra entre paréntesis, y también se indica el nimero de experimentos
independientes (n)): (i) B1AR-84 + mini GSsgs (Ki 5,2 £ 0,7 nM, n=2); (ii) f1AR-84 + mini Gsao4 (Ki 700 £ 60 nM,
n=2); (iii) p1AR-84 + Gs (Ki 2,7 + 0,1 uM, n=2); (iv) p1AR-84 (Ki 3,0 + 0,1 pM; n=2).

No se observaron diferencias estadisticas en la afinidad por la isoprenalina del B1AR-WT - mini Gssgs en
presencia o ausencia de GTPyS. Las curvas que se muestran son de un experimento representativo realizado
por duplicado.

Figura 11. Termoestabilidad (Tm aparente) de complejos B1AR-WT en detergentes DM o NG. (a)
Termoestabilidad en decilmaltésido. Para mayor claridad, las curvas de termoestabilidad se describen en orden
desde el lado izquierdo del gréafico hasta el lado derecho del grafico (la Tm aparente se muestra entre paréntesis,
y también se indica el numero de experimentos independientes (n)): (i) B1AR-WT (Tm 20,4 + 0,4 °C, n = 3); (ii)
B1AR-WT + Nb80 (Tm 28,6 £ 0,3 °C, n = 3); (iii) B1AR-WT + mini Gssgs (Tm 30,5 £ 0,4 °C, n = 3); (iv) B1AR-WT +
Gs-Nb35(Tm 31,1+ 0,4°C, n=3).

(b) Termoestabilidad en nonilglucésido; el B1AR-WT desacoplado no sobrevivié a la solubilizacién en detergente
NG. Para mayor claridad, las curvas de termoestabilidad se describen en orden desde el lado izquierdo del
grafico hasta el lado derecho del grafico (la Tm aparente se muestra entre paréntesis, y también se indica el
numero de experimentos independientes (n)): (i) f1AR-WT + Nb80 (Tm 16,7 £ 0,7 °C, n = 2); (ii) B1AR-WT + Gs -
Nb35 (Tm 19,0 + 0,2 °C, n = 2); (iii) B1AR-WT + mini Gssgs (Tm 24,7 + 0,4 °C, n = 2). Los datos representan la
media + EEM del numero de experimentos independientes (n) indicados en la leyenda. Las curvas que se
muestran son de un experimento representativo realizado por duplicado.

Figura 12. Disociacién mediada por GTP del complejo B1AR-84 - mini Gssg1 en la membrana, medida mediante
ensayo de unién competitiva. Mini Gssg1 es un constructo idéntico a mini Gssgs, excepto que se revirtio la
mutacién V375l

(a) Ausencia de GTPyS. Para mayor claridad, las curvas que representan las reacciones de union se describen
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en orden desde el lado izquierdo del grafico hasta el lado derecho del grafico (la Ki para la union de isoprenalina
se muestra entre paréntesis, y también se indica el nimero de experimentos independientes (n)): (i) p1AR-84 +
mini Gssor (Ki 3,0 £ 0,4 nM, n=2); (ii) p1AR-84 (Ki 2,6 £ 0,3 pM, n=15).

(b) En presencia de GTPyS (0,25 mM). Para mayor claridad, las curvas que representan las reacciones de unidn
se describen en orden desde el lado izquierdo del grafico hasta el lado derecho del gréfico (la Ki para la unién de
isoprenalina se muestra entre paréntesis, y también se indica el numero de experimentos independientes (n)): (i)
B1AR-84 + mini Gsse1 (Ki 4,7 £ 0,1 nM, n=2); (ii) B1AR-84 (Ki 3,0 £ 0,1 uM, n=2).

No se observaron diferencias estadisticas en la afinidad por la isoprenalina del B1AR-WT - mini Gsso1 en
presencia o ausencia de GTPyS. Las curvas que se muestran son de un experimento representativo realizado
por duplicado.

Figura 13. Curvas de unién competitiva de $1AR en presencia de Nb80 o Gs. Se midi6 la afinidad (CI50) de la
unidén de isoprenalina a diferentes constructos de B1AR en presencia de Nb80 y Gs. (A) Un constructo de (1AR
de tipo casi natural (f6) mostrd una alta afinidad por la isoprenalina (180 nM) en ausencia de una pareja de unidn
intracelular (curva de la derecha). En presencia de Nb80 (curva de la izquierda), la afinidad por la isoprenalina
s6lo aumenté hasta 51 nM. (B) Un constructo de receptor minimamente termoestabilizado (p84) mostré una
menor afinidad por la isoprenalina (7,1 pM) en ausencia de una pareja de unidn intracelular (curva de la
derecha). En presencia de Nb80 (curva de la izquierda), la afinidad por la isoprenalina cambié drasticamente a
16 nM. (C) En presencia de Gs no lipidadas, la afinidad por la isoprenalina de 384 sélo aumentd de desde 6,9 pM
(curva de la derecha) hasta 1,4 pM (curva de la izquierda). (D) En presencia de Gs no lipidadas y Nb35, la
afinidad por la isoprenalina de 84 cambi6 drasticamente de desde 6,9 uM (curva de la derecha) hasta 68 nM
(curva de la izquierda). Los datos mostrados provienen de un Unico experimento representativo y las barras de
error representan el error estandar entre mediciones duplicadas.

Figura 14. Curvas de unién competitiva de B1AR en presencia del dominio GTPasa. Se midié la afinidad (CI150)
de la unién de la isoprenalina al B1AR en presencia del dominio GTPasa de Gas. (A), A 20 °C, la afinidad por la
isoprenalina de P84 (curva central) fue de 3,3 utM y no aumenté (3,4 pM) en presencia del dominio GTPasa
(curva superior derecha). Sin embargo, una combinacién del dominio GTPasa, el dimero By y Nb35 indujo un
cambio en la afinidad por la isoprenalina hasta 206 nM (curva de la izquierda). (B), A 4 °C, la afinidad por la
isoprenalina de 384 (curva de la derecha) fue de 3,9 uM, en presencia del dominio GTPasa (verde) la afinidad
aumentd hasta 253 nM (curva de la izquierda). Los datos mostrados provienen de un Unico experimento
representativo y las barras de error representan el error estandar entre mediciones duplicadas.

Figura 15. Unidn del ligando y estructura general de A2aR unido a mini-Gs. a, las mini-Gs aumentan la afinidad de
la unién del agonista a A2aR de manera similar a la observada por una proteina G heterotrimérica. Las curvas de
union de competencia se realizaron midiendo el cambio del agonista inverso 3H-ZM241385 con concentraciones
crecientes del agonista NECA por triplicado (valores de Ki estan entre paréntesis, véase la figura 16 para los
datos completos). Para mayor claridad, las curvas se describen desde el lado izquierdo del grafico hasta el lado
derecho del grafico: (i) A2aR y proteina G heterotrimérica con nanocuerpo Nb35 (Ki, 340 = 70 nM); (ii) A2aR vy
mini-Gs (Ki 430 = 80 nM); (iii), A2AR (Ki, 4,6 £ 0,3 uM). Todas las proteinas G se afiadieron a las membranas que
contenian A2AR para obtener una concentracién final de 25 pM y la concentracion final de NaCl fue de 100 mM.
b, la estructura de A2aR se representa como un dibujo en gris claro con mini-Gs en gris oscuro. El agonista NECA
unido a A2aR y el GDP unido a mini-Gs se representan como modelos que llenan el espacio. Se marcan las
caracteristicas estructurales secundarias relevantes.

Figura 16. Se realizaron ensayos de competencia en AxaR expresado en membranas de células HEK293 con el
agonista NECA que compite por la unién del agonista inverso radiomarcado 3H-ZM241385. Experimentos
realizados en presencia de KCI 100 mM (a, b), NaCl 100 mM (c, d) o NaCl 500 mM (e, f) para confirmar el
comportamiento similar de las mini-Gs con la Gs heterotrimérica con el nanocuerpo Nb35 para la estabilizacion
del complejo. Los resultados se resumen en la tabla (g). Se analizaron datos de al menos tres experimentos
independientes con una prueba de la t para datos independientes para determinar la significacion estadistica.

Figura 17. Termoestabilidad de A2AR unido a 3H-NECA solubilizado en detergente en presencia o ausencia de
mini-Gs414. Se solubilizé A2AR no purificado en detergente en las siguientes concentraciones: (a) DDM, 0,1 %;
(b) DM, 0,13 %, (c) OG, 0,8 %. Las muestras se calentaron durante 30 minutos, se extinguieron en hielo y se
determind la cantidad de 3H-NECA unido. En cada panel, A2AR sdlo es la curva de la izquierda, mientras que
A2AR unido a mini Gs414 es la curva de la derecha. Los datos se analizaron mediante Tm no lineales y
aparentes determinadas a partir del analisis de las curvas dosis-respuesta sigmoideas ajustadas (d).

Figura 18. Vistas ortogonales de la densidad de diferencia del mapa de omisién para NECA en la cadena A de

A2aR (ay b), NECA en la cadena B de A2aR (cy d) y GDP en la cadena C de mini-Gs (e y f). El nivel de contorno
es 2,5 sigma en los paneles a-d y 3,0 sigma en los paneles e y f.
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Figura 19. Alineacién de mini-Gs (cadenas C y D) contra GNAS2 bovino (P04896) usado en la estructura p2AR-
Gs, con el sistema CGN como referencia. Los residuos que se encuentran a 3,9 A de o bien B2AR en el complejo
Gs-B2AR o bien A2AR en el complejo mini-Gs-A2AR estan resaltados en gris.

Figura 20. Interacciones de empaquetamiento entre A2aR y mini-Gs. a, Diagrama de A2aR que representa su
estructura secundaria en la estructura A2AR-mini-Gs. Los residuos sombreados en gris claro estan desordenados
en la cadena A y/o la cadena B. Los enlaces disulfuro se representan como lineas discontinuas negras, b, dibujo
de la topologia de mini-Gs. ¢, diagrama de contactos entre mini-Gs y A2aR, representando el grosor de la linea el
numero relativo de interacciones entre los residuos de aminoacidos.

Figura 21. Alineacion del receptor B2-adrenérgico humano (adrb2_humano), el receptor de adenosina A2A
humano (AA2AR_humano) con la cadena A y la cadena B de la estructura cristalizada A2AR-mini-Gs. Los
numeros clave de Ballesteros-Weinstein se muestran por encima de las secuencias y estan subrayadas las
mutaciones en el A2AR cristalizado para facilitar la purificacién y la cristalizacion. Las barras de color gris claro
indican las posiciones de las hélices alfa en la estructura B2AR-Gs, mientras que las barras de color gris oscuro
representan estas regiones en la estructura A2ZAR-miniGs.

Figura 22. Comparacion de A2AR unido a mini-Gs y B2AR unido a Gs heterotrimérica. a, la alineacion estructural
de P2AR-Gs (PDB ID: 3SN8)'0 y AoaR-mini-Gs se realizo alineando sélo los receptores; A2aR, gris oscuro; B2AR,
gris claro. Se representan las disposiciones relativas resultantes de Gas (gris claro) unida B2AR y mini-Gs unida a
A2aR (gris oscuro). NECA y GDP se representan como modelos que llenan el espacio. Se ha omitido el dominio
o-helicoidal de Gas para mayor claridad, junto con Nb35 unido a Gas y Gfy. b-e, comparaciones detalladas de
los enlaces de hidrégeno (lineas discontinuas) entre las respectivas proteinas G y receptores; los receptores
estan en las partes superiores de los paneles con hélices marcadas como H3, H5, H6, H7 y H8, con mini-Gs y
Gos en la parte inferior de los paneles con residuos marcados usando el sistema CGN. El marcaje de los
residuos de aminoacidos muestra los nimeros de Ballesteros-Weinstein (B-W) para los receptores y la notacion
CGN para las proteinas G. fy g, vistas de la superficie citoplasmética de A2aR v B2AR, respectivamente, como
modelos que llenan el espacio, estando los atomos que entran en contacto con sus respectivas proteinas G en
gris oscuro. h, comparacién de residuos que entran en contacto con proteinas G en el complejo mini-Gs-A2aR y el
complejo Gs-B2AR. Los residuos de aminoacidos en los receptores que entran en contacto estan en gris oscuro.
Los residuos en blanco son aquellos que no entran en contacto con la proteina G respectiva, pero si el residuo
equivalente en el otro receptor. Los numeros de B-W se dan para residuos en hélices « transmembrana, con un
guion para residuos en bucles o0 H8. Los residuos de aminoacidos 5.71-5.77 estan desordenados en la estructura
mini-Gs-AzaR.

Figura 23. Alineacién de mini-Gs (cadena c, gris oscuro) unida a A2AR con el dominio GTPasa de Guas (gris
claro) unido a B2AR. El GDP unido a mini-Gs se representa como un modelo que llena el espacio. La hélice a5
que interactua con los receptores esta marcada.

Figura 24. Cambios conformacionales en A2aR tras la unidn a la proteina G. Se alined A2aR (gris oscuro) unido a
mini-Gs con A2aR en la conformacién activa intermedia (gris claro) unido a NECA (cédigo PDB 2YDV)' o
UK432097 (codigo PDB 3QAK)* para resaltar los cambios estructurales tras la unién a la proteina G. Ninguna
estructura se usé para ambas comparaciones porque las grandes extensiones del ligando UK432097 en
comparacion con NECA distorsionan la superficie extracelular en comparacién con la estructura unida a NECA y
la estructura unida a NECA contiene una mutacion termoestabilizadora en la mitad intracelular del receptor. a,
alineacién con 2YDV y la mitad extracelular del receptor se ve paralela al plano de la membrana. b, alineacién
con 3QAK vy vista desde la superficie citoplasmatica con mini-Gs retirada para mayor claridad. c, alineacién con
3QAK vista paralela a la membrana. Las hélices « transmembrana en A2aR estan marcadas como H3, H5, H6,
H7 y la mini-Gs esta marcada. Los residuos estan marcados con sus numeros de Ballesteros-Weinstein y las
flechas representan la direccién del movimiento tras la unién a mini-Gs. La conversion de los niumeros de B-Wy
CGN en residuos de aminoacidos en A2aR y mini-Gs, respectivamente, son tal como sigue: R3%0, Arg102; Y558
Tyr197; K829 Lys227; A3%3 carbonil Ala231; L%, Leu235; Y753 Tyr288; Y523 Tyr391; L2 |eu393; C-
termt®24 extremo C-terminal de mini-Gs (Leu394).

Figura 25. Alineacién de referencia de paralogos humanos para el sistema de numeracion Go. comin'®. a,
alineacién de referencia de todos los paralogos de Ga humanos canénicos. El dominio (D), la estructura
secundaria de consenso (S) y la posicion en la SSE de la alineacion de referencia humana (P) se muestran en la
parte superior de la alineacién. b, tabla de referencia de las definiciones de SSe usadas en la nomenclatura
CGN.

Figura 26. Secuencias de aminoéacidos y de nucleodtidos de mini Gs. Las secuencias de aminoacidos se
enumeran como SEQ ID NO: 1-45, y las secuencias de nucleétidos se enumeran como SEQ ID NO: 46-90.

Figura 27. Secuencia de aminoacidos de la subunidad Galfat (quimera 6). Esta es una proteina quimérica donde
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los residuos 216-294 de Gaw bovina han sido reemplazados por residuos 220-298 de Gui1 de rata. Se ha
cristalizado en complejo con subunidades By (1GOT).

Figura 28. Relacién filogenética de las subunidades Go humanas. Se intentd convertir todas las subunidades Ga
resaltadas en los colores especificos de la familia en mini-proteinas G. Las relaciones filogenéticas se
determinaron usando TreeDyn.

Figura 29. Alineacién de secuencias de proteinas del dominio GTPasa de Gu. Las secuencias de aminoacidos
alineadas son de los dominios GTPasa de tipo natural de las subunidades Gu usadas en este estudio para crear
las mini-proteinas G iniciales. El dominio GaAH (no mostrado) se deleciond y se reemplazé por un ligador
(GGGGGGGG 0 GGSGGSGG en cursiva). Para construir las mini-proteinas G, se delecionaron los residuos
resaltados en gris y los residuos en negrita se mutaron a los siguientes (nimero de residuo de Gosy €l CGN en
superindice: D49S™H1.3  N5QS™H14  D249547 D252%4H33  DR72H38  AZ7DoHS4 |375H57 | 3 mutacién de glicina
(G217D; subrayada) se incorporé solo a Gi1, para mejorar la expresion (véase resultados y discusién). La
numeracion por encima de las secuencias corresponde a Gus y el sistema CGN debajo de la secuencia se usa
como referencia.

Figura 30. Los complejos B1AR-mini-Gs y A2aR-mini-Gs. (a) Trazas de FSEC de GFP-mini-Gs con B1AR (los
volumenes de retencién se dan entre paréntesis). GFP-mini-Gs (15,1 ml); GFP-mini-Gs con B1AR unido al
agonista inverso ICI118551 (15,1 ml); GFP-mini-Gs con B1AR unido al agonista isoprenalina (8 ml, 12,1 ml y
15,1 ml). Se muestran cromatogramas representativos de al menos dos experimentos independientes. (b)
Medicion de la afinidad de GFP-mini-Gs por B1AR solubilizado en DDM usando un ensayo de unién por
saturacion fluorescente (FSBA); circulos, B1AR unido al agonista isoprenalina (unidn total); cuadrados, B1AR
unido al agonista inverso ICI118551 (unién no especifica); triangulos, unién especifica, con una Kp aparente de
201 £ 1 nM (media £+ EEM, n = 2). Las curvas que se muestran son de un experimento representativo. (c) Trazas
de FSEC de GFP-mini-Gs con AzaR solubilizado en DDM (los volumenes de retencidon se dan entre paréntesis):
GFP-mini-Gs (15,1 ml); GFP-mini-Gs con A2aR unido al agonista inverso ZM241385 (15,1 ml); GFP-mini-Gs con
A2aR unido al agonista NECA (12,5 mly 15,1 ml). Se muestran cromatogramas representativos de al menos dos
experimentos independientes. (d) Medicidon de la afinidad de mini-Gs por A2aR solubilizado en DDM usando
FSBA: circulos, A2aR unido al agonista NECA (unidn total); cuadrados, A2aR unido al agonista inverso ZM241385
(unién no especifica); triangulos, unién especifica, con una Kp aparente de 428 + 24 nM (media £+ EEM, n = 2).
(e) Cromatografia de exclusién molecular analitica (SEC) de mini-Gs unida a A2aR purificado (los volumenes de
retencion se dan entre paréntesis): complejo A2aR-mini-Gs, 153 kDa (13 ml); A2aR, 133 kDa (13,3 ml); mini-Gs,
22 kDa (17,2 ml). Los tres paneles a |la derecha de las trazas de SEC son geles de SDS-PAGE tefliidos con azul
de Coomassie de fracciones de 3 experimentos de SEC separados: panel superior, mini-Gs, panel central, A2aR;
panel inferior, mini-Gs mezclada con A2aR unido a NECA (razén molar 1,2:1).

Figura 31. El complejo A2aR-mini-Gor. (@) SEC analitica de mini-Gorr unida a A2aR purificado (los voliumenes de
retencion se dan entre paréntesis): complejo A2aR-mini-Gorr, 153 kDa (13 ml); A2aR, 133 kDa (13,3 ml); mini-Gor,
23 kDa (17,1 ml). Tres paneles a la derecha de las trazas de SEC son geles de SDS-PAGE tefiidos con azul de
Coomassie de fracciones de 3 experimentos de SEC separados: panel superior, mini-Gor;, panel central, A2aR;
panel inferior, mini-Gorr mezclada con A2aR unido a NECA (razdén molar 1,2:1). (b) Termoestabilidad de A2aR
unido a 3H-NECA solubilizado con DM no purificado. Los datos se analizaron mediante regresién no lineal y los
valores aparentes de Tm se determinaron a partir del analisis de las curvas dosis-respuesta sigmoideas
ajustadas. Los valores de Tm representan la media + EEM de dos experimentos independientes, cada uno
realizado por duplicado: circulos, sin mini-Gor (26,9 £ 0,3 °C); cuadrados, mini-Gorr (32,5 = 1 °C). Las curvas que
se muestran son de un experimento representativo.

Figura 32. Ensayos de termoestabilidad de varios complejos entre quimeras mini-Gs/q y GPCR. (a)
Termoestabilidad de AT+1R no purificado, solubilizado con digitonina, unido a I-Angll (valores de Tm entre
paréntesis): circulos, sin mini-Gs/q(22,6 £ 0,4 °C); cuadrados, mini-Gs/q57; triangulos invertidos, mini-Ggq70 (30,7
+ 1 °C); triangulos, mini-Gs/q71 (30,2 £ 0,8 °C). (b) Termoestabilidad de NTSR1no purificado, solubilizado en
DDM, unido a 3H-NTS: circulos, sin mini-Gsiq (24,9 + 0,4 °C); cuadrados, mini-Gs/q57 (26,7 + 0,7 °C); hexagonos,
mini-Gs/458 (25,1 + 0,4 °C); triangulos invertidos, mini-Gs/470 (32,5 £ 0,3 °C); rombos, mini-Gsiq71 (28,6 + 1,1 °C).
(c) Termoestabilidad de A2aR no purificado, solubilizado en DM, unido a 3H-NECA: circulos, sin mini-Gsq (26,9
0,3 °C); cuadrados, mini-G¢/¢57 (30,6 £ 0,3 °C); hexagonos, mini-Gs/458 (26,9 = 0,5 °C); triangulos invertidos,
mini-Gs/q70 (27,5 £ 0,2 °C). En todos los paneles, los datos (n=3) se analizaron mediante regresion no lineal y los
valores de Tm aparente se determinaron a partir del anélisis de las curvas dosis-respuesta sigmoideas ajustadas
con valores mostrados como media £+ EEM. Las curvas que se muestran son de un experimento representativo.

Figura 33. Los complejos 5HT1gR-mini-Gi1, (a) El acoplamiento de mini-Gi1 aumenta la afinidad del agonista por
5HT+sR. Las curvas de unién competitiva se realizaron por duplicado (n = 2) midiendo el cambio del antagonista
3H-GR125743 con el aumento de la concentracién del agonista sumatriptan (valores de Ki representan la media *
EEM entre paréntesis): circulos, 5HT+sR (Ki 276 + 10 nM); hexagonos, 5HTsR y mini-Gi1 (Ki 80 = 13 nM);
cuadrados, 5HT+1eR y mini-Gssit (Ki 36 + 2 nM); triangulos, 5HT1eR y mini-Gi1B1y2 (Ki 15 £ 1 nM); rombos, 5HT1eR y
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mini-Gsfi1B1y2 (Ki 7,2 £ 0,8 nM). Las barras de error representan el EEM. (b) Medicidn de la afinidad de la quimera
mini-Gs/i1 al 5HT48R unido a donitriptéan solubilizado en DDM usando FSBA: circulos, 5HT1gR y GFP-mini-Gssi1
(unién total); cuadrados, 5HT+8R y GFP-mini-Gs (uniéon no especifica); triangulos, unién especifica. La Kp
aparente de 386 + 47 nM representa la media £+ EEM de dos experimentos independientes. Las curvas que se
muestran son de un experimento representativo. (c) Trazas de FSEC de GFP-mini-Gi1 con 5HT+gR en DDM:
GFP-mini-Git y 5HT+1gR unido a donitriptan purificado en DDM (13,5 ml); GFP-mini-Gi1 (13,5 ml). (d) Trazas de
FSEC de GFP-mini-Gi1 con 5HT+8R en LMNG: GFP-mini-Gi1 y 5HT+4s8R unido a donitriptéan purificado en LMNG
(12,2 ml y 14,3 ml); GFP-mini-Gi1 (14,3 ml). (e) Trazas de FSEC de GFP-mini-Gssi1 con 5HT1sR: GFP-mini-Gsiit ¥
5HT+gR unido a donitriptan purificado en DDM (13,2 ml); GFP-mini-Gs/i1 (15,1 ml). (f) Trazas de FSEC de GFP-
mini-Gi1B1y2 con 5HT18R: GFP-mini-Gi1B1y2 y 5HT+8R unido a donitriptéan purificado en LMNG (11,8 ml); GFP-mini-
Gi1B1y2 (14,3 ml). En los paneles c-f, los volumenes de retencién se dan entre paréntesis.

Figura 34. El complejo SHT1sR-mini-Go1. (a) Las curvas de unién competitiva se realizaron en membranas por
duplicado (n = 2) midiendo el cambio del antagonista 3H-GR125743 con el aumento de la concentracion del
agonista sumatriptan (valores de Ki aparente que representan la media + EEM estan entre paréntesis): circulos,
5HT18R (Ki 276 = 10 nM); cuadrados, 5HT18R y mini-Go1 (Ki 32 £ 3 nM). Las barras de error representan EEM. (b)
Medicion de la afinidad de GFP-mini-Go1 por 5HT18R unido a donitriptan solubilizado en DDM usando el FSBA:
circulos, 5HT1eR y GFP-mini-Go1 (unién total); cuadrados, 5HT1eR y GFP-mini-Gs (unién no especifica);
triangulos, unidn especifica. El valor de Kp aparente (184 + 24 nM) representa la media + EEM de dos
experimentos independientes. Las curvas que se muestran son de un experimento representativo. (c) Trazas de
FSEC de GFP-mini-Go1 con 5HT+1sR no purificado solubilizado en DDM unido a los siguientes (los volumenes de
retencion se muestran entre paréntesis). el antagonista SB224289 (14,9 ml); el agonista donitriptan (11,3 ml y
14,9 ml). El GFP-mini-Go1 libre se resolvié como un pico predominante con un volumen de retencion de 14,9 ml.
(d) Mini-Go1 forma un complejo con 5HT+sR purificado. Los tres paneles son geles de SDS-PAGE tefiidos con
azul de Coomassie de fracciones de 3 experimentos de SEC separados: panel superior, mini-Go1; panel medio,
5HT48R; panel inferior, mini-Go1 mezclada con 5HT 18R unido a donitriptéan (razén molar 1:1). (e) Trazas de FSEC
de GFP-mini-Go1 con 5HT18R purificado: GFP-mini-Go1 con SHT+1sR purificado en DDM (13 ml); GFP-mini-Go1
(14,8 ml). (f) Trazas de FSEC de GFP-mini-Gs con SHT+1sR purificado: GFP-mini-Gs con 5HT+sR purificado en
DDM (control negativo; 15,1 ml); GFP-mini-Gs (15,1 ml). Los volimenes de retencién se muestran entre
paréntesis.

Figura 35. Secuencia de mini-proteinas G usadas en este estudio. La etiqueta de polihistidina estéa subrayada
con una linea de puntos, el sitio de escisién de la proteasa TEV esta resaltado en gris y el ligador usado para
reemplazar el dominio GaAH esta en cursiva. Las mutaciones se muestran en negrita y subrayadas.

Figura 36. Secuencia de mini-proteinas G que no se expresaron con éxito en E. coli. La etiqueta de polihistidina
esté subrayada con una linea de puntos, el sitio de TEV esta resaltado en gris y el ligador usado para reemplazar
el dominio GaAH esta en cursiva. Las mutaciones se muestran en negrita y subrayadas. Los constructos se
clonaron en el plasmido pET15b para la expresion en E. coli usando los sitios de restriccion Ncol y Xhol.

Figura 37. Secuencia de GFP-mini-proteinas G usadas en este estudio: GFP (doble subrayado) se fusioné con el
extremo N-terminal de las mini-proteinas G con un ligador GGGGS (en cursiva). La etiqueta de polihistidina esta
subrayada con una linea de puntos, el sitio de escision de TEV esta resaltado en gris y el ligador usado para
reemplazar el dominio GaAH esta en cursiva (GGSGGSGG 0 GGGGGGGG).

Figura 38. Alineacion de secuencias de quimeras mini-Gs/q seleccionadas usadas en este estudio. Los residuos
en negrita son las mutaciones caracteristicas de una mini-proteina G. Los residuos en gris son los que se
encuentran en Gq. Los rombos por encima de las secuencias identifican los residuos de aminoacidos en Gos en
los que las cadenas laterales entran en contacto atdomico con los residuos en B2AR (B2 con) o A2aR (2A con). Los
Ovalos por encima de las secuencias identifican los residuos de aminoacidos en Gas en los que solo los atomos
de la cadena principal entran en contacto con el receptor.

Figura 39. Andlisis de SEC analitica y SDS-PAGE de A2aR purificado con quimeras mini-Gs/q. SEC analitica de
mini-Gs/g57 (a), mini-Gsq58 (b) y miniGsiq70 (¢) unidos a A2aR purificado: complejo AcaR-mini-Gsyq; A2aR; mini-Gsyq.
Los tres paneles debajo de las trazas de SEC son geles de SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie de
fracciones de 3 experimentos de SEC separados: panel superior, mini-Gssq; panel central, AoaR; panel inferior,
AoaR unido a NECA mezclado con mini-Gsiq (razén molar 1:1,2).

Figura 40. Alineacion de secuencias de las diferentes mini-proteinas Gi1 y mini-proteinas Go1 Usadas en este
estudio. Los residuos en negrita son las mutaciones caracteristicas de una mini-proteina G. Obsérvese la
mutacién adicional G217D (en negrita; residuo 114 en la mini-proteina G) en mini-Gi1 para mejorar la expresion.
Los residuos en mini-Gs se mutaron a su equivalente en mini-Gis 0 mini-Go1 (subrayado simple o subrayado
doble, respectivamente) para elaborar las quimeras mini-Gsit 0 mini-Gsio1. Obsérvese la reinsercion del extremo
N-terminal (resaltado en gris) en los constructos que se usaron para formar un heterotrimero con B1y2 (es decir,
mini-Gi_46; mini-Gsi1_43 y mini-Gsro1_16).
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Figura 41. Estabilidad de GLP1R en conformacion de agonista en presencia de mini-Gs. Las mini-Gs aumentan
la estabilidad de GLP1R en presencia de mini-Gs. La Tm de GLP1R es de 14,7 °C, la Tm de GLP1R mas mini-
Gs es de 19,3 °C.

Ejemplo 1. Modificacion por ingenieria_de una proteina G minima para facilitar |a cristalizacion _de receptores
acoplados a proteina G en su conformacién activa

INTRODUCCION

Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) modulan las rutas de sefializacion citoplasmatica en respuesta a
estimulos como hormonas y neurotransmisores. La determinacién de la estructura de los GPCR en todos los
estados de activacién es vital para dilucidar el mecanismo preciso de transduccién de sefiales. Sin embargo,
debido a su inestabilidad inherente, la cristalizacion de los complejos GPCR-proteina G ha resultado
particularmente desafiante. En este caso, se describe el disefio de una proteina G minima, que se compone
Unicamente del dominio GTPasa de la proteina G estimulante de la adenilato ciclasa (Gs). Mini-Gs es una
proteina pequefia y soluble que se acopla eficientemente a los GPCR en ausencia de subunidades Gpy. Se
modificd por ingenieria mini-Gs para formar un complejo estable con el receptor adrenérgico 1 (B1AR), incluso
cuando se solubilizan en detergentes de cadena corta. Las mini-proteinas G inducen cambios farmacoldgicos y
estructurales similares en los GPCR a las proteinas G heterotriméricas. Por tanto, son herramientas novedosas
que facilitaran la determinacién de la estructura de alto rendimiento de los GPCR en su conformacién activa.

RESULTADOS
Desarrollo de un ensayo sensible para detectar el acoplamiento de Gs a f1AR

Se desarrolldé un ensayo de unidon competitiva sensible que podria detectar la interaccion de diferentes parejas de
union con B1AR, midiendo la respuesta en la afinidad de unién del agonista. Las parejas de unidén usadas en este
trabajo fueron: Nb8038, un nanocuerpo que se une a BP2AR e induce un cambio comparable en la afinidad del
agonista a Gs lipidadas; Nb35%, un nanocuerpo que estabiliza Gs en su conformacion unida a GPCR; Gs no
lipidadas (Gasp1yz); y GPy no lipidadas (GP1yz2). La concentracion de proteinas de unién usadas en los ensayos
se normalizé a 25 pM, que es aproximadamente 30 veces superior a la constante de disociacién en equilibrio
(Kp) para la unién de Nb80 a B1AR%. No se disponia de datos de afinidad para Gs, pero se anticipé que esta
concentracion seria al menos 10 veces superior a la Kbp.

Se usd un ensayo de union competitiva heterdloga para medir la competencia entre el antagonista 3H-
dihidroalprenolol ((H-DHA) y el agonista isoprenalina. Los valores de la constante de inhibicién (Ki) se calcularon
usando la constante de disociacion (Kd) de 3H-DHA derivada de experimentos de union por saturacién (véase la
figura 2). En primer lugar, se sometié a ensayo un constructo de p1AR de pavo de tipo natural®” (B1AR-WT)
(véase la tabla 1). Este constructo tenia una K de isoprenalina de 40 + 0 nM en ausencia de pareja de union. La
Kise cambid a: 5,8 £ 0,8 nM (6,9 veces), 17 £ 2 nM (2,4 veces) 06,8 + 0,6 nM (5,9 veces) en respuesta a Nb80,
Gs, 0 Gs - Nb35, respectivamente (figura 3a). El cambio en la afinidad del agonista fue relativamente pequefio
para B1AR-WT, por tanto, a continuaciéon se sometié a prueba un constructo minimamente termoestabilizado
(B1AR-84), que contenia algunas de las mutaciones descritas previamente®% (véase la tabla 1). Este constructo
tenia una Ki de isoprenalina significativamente menor en su estado desacoplado (2,6 + 0,3 pM), pero produjo un
cambio mayor que B1AR-WT en respuesta a las parejas de unidn. El acoplamiento a Nb80, Gs, o Gs - Nb35
cambio la Kia 28 + 1 nM (93 veces), 271 + 54 nM (9,6 veces) o0 16 £ 4 nM (163 veces), respectivamente (figura
3b). Las curvas de unidn competitiva se ajustaron mejor a los parametros de unién de un solo sitio. Por tanto, el
cambio parcial en la afinidad del agonista observado para algunas parejas de union (tales como Gs) muy
probablemente refleja una estabilizaciéon incompleta del estado de unidn del agonista de alta afinidad, en lugar de
indicar un acoplamiento parcial o poblaciones de receptores mixtos. Estos resultados demostraron que la Gs no
lipidada podia acoplarse a B1AR, pero que se necesitaba Nb35 para estabilizar el complejo y dilucidar una
respuesta igual en la afinidad de unién del agonista a Nb80. El ensayo de unién competitiva usando 1AR-84 fue
més sensible que B1AR-WT vy, por tanto, util para distinguir pequefias diferencias en la capacidad de diferentes
parejas de union para estabilizar el estado unido al agonista de alta afinidad.

Aislamiento del dominio GoGTPasa de Gas y medicién de la unién a f1AR-84

La estructura del complejo B2AR - Gs'0 reveld que solo el dominio GaGTPasa de Gs forma interacciones
significativas con el receptor (véase la figura 4). Se aisld el dominio GTPasa a nivel genético reemplazando la
secuencia correspondiente a GaAH con un ligador de glicina corto (véase la tabla 2). Este constructo, que se
denominé mini Gs77, se expresd escasamente en E. coli y no pudo purificarse hasta homogeneidad, lo que indica
que era muy inestable. Sin embargo, podria prepararse una pequefia cantidad de proteina (aproximadamente
200 pg/l de cultivo) con una pureza de aproximadamente el 10-20 por ciento (véase la figura 5). Los dominios
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GuaGTPasa y GoAH de Gas se han expresado previamente como proteinas independientes para determinar su
papel en la unién y la hidrélisis del nucledtido de guanina?', pero nunca se ha investigado su capacidad para
acoplarse a GPCR. Se sometid a prueba la capacidad de mini Gs77 para acoplarse a B1AR-84 en el ensayo de
unidn competitiva a 20 °C, en presencia o ausencia de Gy - Nb35. No se observé ningun cambio significativo en
la afinidad de unidén del agonista de B1AR-84 (2,6 + 0,3 uM) en presencia de mini Gs77 (1,9 £ 0,2 pM), pero mini
Gs77- GBy - Nb35 indujo un cambio a 3,6 + 0,8 nM (718 veces) (figura 3c). Esto demostré que el dominio
GaGTPasa parcialmente purificado era funcional, pero también sugirid que no podia acoplarse a 31AR-84 en
ausencia de subunidades Gpy. Sin embargo, cuando se repitio el ensayo a 4 °C, se observdé un cambio
significativo en la Ki del agonista de desde 2,1 + 0,2 uM para el receptor desacoplado (a 4 °C) hasta 99 + 12 nM
(21 veces) en respuesta a mini Gs77 (figura 3d). Este fue un resultado critico porque demostré que el dominio
GaGTPasa aislado podria unirse a (1AR-84 en ausencia de subunidades Gfy. También sugirié que la
termoestabilidad era el factor limitante en su capacidad para estabilizar el estado de unién al agonista de alta
afinidad del receptor.

Termoestabilizacién del complejo f1AR-mini Gs

Se estabilizaron térmicamente las mini G en un complejo con B1AR. Se cribaron los mutantes usando el ensayo
de unidn competitiva de la presente invencion tanto a 4 °C como a 20 °C. Debido al bajo y variable nivel de
expresion de los mutantes, fue imposible estandarizar la concentracion usada en los ensayos. En su lugar, se
usé el total de mini Gs purificadas a partir de 1 | de cultivo de E. coli por curva de competencia (tabla 3). Se
sometieron a prueba aproximadamente 100 mutantes durante el cribado inicial. Las mutaciones que cambiaron la
afinidad del agonista de $1AR-84 mas de 2 veces en comparacion con el constructo de mini Gs parental (mini
GS77) a cualquier temperatura se clasificaron como positivas. Se identificaron un total de 14 mutaciones
positivas, que abarcan 11 posiciones Unicas (tabla 3).

Se usé un nuevo constructo parental (mini Gs161), que contenia un extremo N-terminal modificado y una regidn
ligadora (véase la tabla 2), para combinar mutaciones. Las mutaciones positivas se combinaron con una de las
mejores mutaciones de la primera ronda de cribado (A249D), y se sometié a prueba su estabilidad en complejo
con B1AR-WT usando un ensayo de termoestabilidad en detergente n-dodecil-p-D-maltopiranésido (DDM). El
agonista 3H-norepinefrina (°*H-NE) se usé en el ensayo de Tm, sin embargo, debido a la alta sefial de fondo
asociada con este ligando, pudo usarse una concentracion maxima de 200 nM en el ensayo. Esto fue
aproximadamente igual a la Ki de 1AR-WT desacoplado, pero aproximadamente 250 veces superior a la Ki de
B1AR-WT complejado con Nb80 o Gs - Nb35 (véase la figura 7). Por tanto, los valores de Tm citados para 1AR-
WT desacoplado estan en condiciones de agonista no saturantes, pero los complejos B1AR-WT, que tienen
mayor afinidad del agonista, estan en condiciones de agonista saturantes.

El mutante A249D (mini Gs1e2) tuvo una Tm aparente de 25,1 °C (tabla 4), que fue inferior a la del B1AR-WT
desacoplado (25,9 °C). Un mutante doble (mini Gs1e4), que contiene la mutacién A249D vy la delecion del
interruptor Ill, aumenté la Tm aparente del complejo hasta 28,6 °C. La adicion de las mutaciones G49D, E5S0N,
S252D y L272D produjo valores de Tm aparente similares (dentro de los 0,2 °C del mutante doble). Estas seis
mutaciones se usaron en el constructo final debido a su efecto individual positivo sobre la afinidad del agonista
de B1AR-84 incrustado en la membrana (tabla 3). Ninguna de las otras mutaciones positivas de la primera ronda
de cribado aumentoé adicionalmente la Tm del complejo y, por tanto, se rechazaron. Todas las combinaciones,
excepto L272D, también aumentaron la Tm del estado basal unido al GDP (tabla 4), segun lo evaluado mediante
fluorimetria de barrido diferencial (DSF).

Cinco de las seis mutaciones que se combinaron con éxito se agruparon alrededor del bolsillo de unién a
nucleétido y el bucle de unién a fosfato (bucle P) (figura 6b). La mutacion A249D se disefid para interactuar con
Lys-293 y S251, con el fin de estabilizar la base del bolsillo de unidén a nucleotido. La delecién del interruptor lll,
que esta desordenado en la conformacion unida a GPCR, tenia como objetivo estabilizar mini Gs reemplazando
este bucle flexible por los elementos de estructura secundaria definidos (una hélice o, una hélice 310 y un giro
beta) que se encuentran en Arl-2%. |a mutacion $252D también se disefio para estabilizar |la region alrededor del
interruptor Ill, a través de posibles interacciones con Arg-265. Las mutaciones G49D y E50N, que se encuentran
en el bucle P, se disefiaron para reducir la flexibilidad y restringir conformacionalmente esta regién, a través de
interacciones potenciales con Arg-265 y Lys-293, respectivamente. La sexta mutacién (L272D) se disefid para
restringir conformacionalmente el interruptor Il, a través de interacciones potenciales con un grupo de residuos
cargados y polares (227-233) dentro de su region N-terminal (figura 6c¢).

Cribado de mutaciones que estabilizan el complejo f1R-WT - mini Gs en el detergente
Mini Gs1ss, que contenia las seis mutaciones estabilizadoras de la primera ronda de cribado, no logré estabilizar
por completo el B1AR-WT solubilizado en detergente. Los complejos de Nb80 o Gs - Nb35 tuvieron valores de Tm

aparente de 3,3 °C 0 7,1 °C mas altos que mini Gs1ss, respectivamente (tabla 4). Por tanto, se disefié un segundo
panel de aproximadamente 150 mutantes basandose en la estructura de Gs en su conformacion unida al
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receptor'®, usando mutagénesis. Estas mutaciones se analizaron en un constructo parental, que tenia una regién
ligadora modificada (véase la tabla 2). Se identificaron cuatro mutaciones adicionales que aumentaron la
estabilidad del complejo en el detergente (tabla 4). EI mejor mutante (I372A) aumenté la Tm aparente del
complejo de desde 29,2 °C hasta 34,0 °C y se combin6é de manera aditiva con V375I, dando una Tm aparente
final de 35,0 °C. Esta fue 3,0 °C mas alta que Nb80 y sdlo 0,8 °C mas baja que Gs - Nb35. Todas las mutaciones
estabilizadoras en el detergente disminuyeron la estabilidad de mini Gs en la conformacién unida a GDP (tabla
4).

Las mutaciones estabilizadoras en el detergente se ubicaron alrededor de la superficie de contacto de la hélice
al - ob. La alineacion de Gas en la conformacion unida a GPCR' con la estructura unida a GTP3! revelé un
choque estérico entre lle-372 (en la hélice o5) y los residuos Met-60 e His-64 (en la hélice «1) (figura 6d). Este
choque parece impedir el empaquetamiento cercano de la region C-terminal de la hélice a1 contra el nucleo del
dominio GuGTPasa, exponiendo el nucleo de la proteina al disolvente. La mutacion 1372A se disefié para
eliminar este choque, y facilitar un mejor empaquetamiento en esta region. La mutacion V375| se disefié para
mejorar el empaquetamiento entre la hélice a5 y el nucleo de la proteina en la conformacion unida a GPCR
(figura 6e). Durante el curso de este trabajo también se informé de manera independiente que la mutacion 1372A
estabiliza el complejo rodopsina-Gi1%2.

Validacién de mini Gs

El constructo estabilizado en el detergente (mini Gssss) se modificd para aplicaciones de cristalografia cambiando
el ligador y acortando el extremo N-terminal (véase la tabla 2). El constructo estabilizado final se denominé mini
Gsags (véase la figura 8). Este constructo pudo dilucidar un cambio igual 0 mayor en la afinidad del agonista que
Nb80 o Gs - Nb35 (figuras 9a-c) para: B+AR-WT incrustado en la membrana (4,1 + 1,1 nM en comparacién con
58 + 0,8 nM, o 6,8 + 0,6 nM, respectivamente) 31AR-84 incrustado en la membrana (3,6 + 0,0 nM en
comparacién con 28 £+ 1 nM, o 16 £ 4 nM, respectivamente); y B1AR-84 solubilizado en DDM (4,7 + 0,4 nM en
comparacién con 83 = 2 nM, o 23 = 7 nM, respectivamente). Estos datos demuestran que mini Gs pudo
estabilizar el estado unido al agonista de alta afinidad de 31AR tan bien como, o mejor que, Nb80 o Gs - Nb35.
Ademas, no hubo diferencia significativa entre la afinidad de unién del agonista de (1AR-84 incrustado en
membrana o solubilizado en detergente acoplado a mini Gssgs. Esto demuestra que la respuesta farmacolégica
del receptor es idéntica tanto en un entorno lipidico como en un entorno de detergente.

Se observd una alta expresién de mini Gssgs en E. coli: pudo purificarse con un rendimiento de 100 mg por litro
de cultivo y concentrarlo hasta mas de 100 mg/ml (figura 9d). Se uso la filtracion analitica en gel para demostrar
que mini Gsses podia unirse a B1AR-WT purificado en el detergente lauril maltosa neopentilglicol (LMNG). Una
mezcla estequiométrica 1:1 de mini Gssgs y B1AR-WT se resolvié como un pico predominante con un volumen de
retencion de 13,2 ml en comparacién con 13,6 ml 0 17,1 ml para 1AR-WT o mini Gssgs, respectivamente (figura
9e). Este resultado demostré claramente que los ensayos de unién se correlacionaron con la formacion de un
complejo estable entre la proteina purificada en el detergente. Ademas, mini Gssge, un constructo en el que se
reemplazaron los residuos N-terminales 6-25 y se revirtié la mutacién L272D (véase la tabla 2), conservo su
capacidad de formar un heterotrimero con GBy. Una mezcla estequiométrica 1:1 de mini Gssos y GB1y2 se resolvié
€omo un pico Unico con un volumen de retencién de 14,6 ml en comparacién con 15,8 ml o 16,4 ml para GBy o
mini Gssog, respectivamente (figura 9f). Esta propiedad puede ser Util para aplicaciones donde el heterotrimero de
mini Gs mas grande es favorable (criomicroscopia electrénica) o para estudiar el papel de Gy en la activacién
de la proteina G.

Se sometidé a prueba la estabilidad del complejo B+AR-WT - mini Gssgs en varios detergentes diferentes. En
detergentes de cadena més larga, tal como DDM, el complejo B1AR-WT - mini Gssgs tuvo una Tm aparente de
34,1 °C, que fue 8,2 °C mas alta que la del B1AR-WT desacoplado. En DDM, mini Gssgs fue ligeramente menos
estabilizante (1,7 °C) que Gs - Nb35, pero ligeramente mas estabilizante (2,1 °C) que Nb80 (figura 10a). Se
observé un patrén similar en n-decil-p-D-maltopirandsido (DM), donde el complejo B1AR-WT - mini Gsses tuvo una
Tm aparente de 30,5 °C, que fue 10,1 °C mas alta que la de B1AR-WT desacoplado. En Dm, mini Gssgs fue
ligeramente menos estabilizante que Gs - Nb35 (0,6 °C), pero ligeramente mas estabilizante que Nb80 (1,9 °C)
(véase la figura 1 1 a). En detergentes de cadena corta, tales como n-octil- B-D-glucopiranésido (OG), el
complejo B1AR-WT - mini Gssgs tuvo una Tm aparente de 19,7 °C, que fue mas estabilizante que Gs - Nb35 (6,1
°C) o Nb80 (5,4 °C) (figura 10b). Se observé un patrdn similar en n-nonil-B-D-glucopiranédsido (NG), donde el
complejo B1AR-WT - mini Gssgs tuvo una Tm aparente de 24,7 °C, que fue mas estabilizante que Gs - Nb35 (5,7
°C) o Nb80 (8,0 °C) (véase la figura 11 b). El B1AR-WT desacoplado se inactivé por completo después de la
solubilizaciéon en NG u OG, lo que demuestra el considerable grado de termoestabilidad impartido al receptor por
el acoplamiento a mini Gssgs. Tanto NG como OG son detergentes adecuados para la cristalizacién por difusion
de vapor, lo que destaca este enfoque como viable para la determinacién de la estructura de complejos GPCR -
mini Gs.

Las propiedades de union a nucledtidos de los mutantes no se estudiaron exhaustivamente en este trabajo, pero
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se hizo una observacién interesante: los complejos 1AR-84 que involucran mini Gssgs fueron completamente
resistentes a la disociacién mediada por GTP (figuras 10c y 10d). Se afiadi6 GTPyS al ensayo de unién
competitiva (después de la formacién del complejo) a una concentracidon de 0,25 mM, que esta dentro del
intervalo fisiologico de GTP en células humanas normales®. El B1AR-84 desacoplado tenia una Ki de
isoprenalina de 3,0 + 0,1 uM en presencia de GTPyS. El tratamiento del complejo con GTPyS revirtié por
completo el cambio en la afinidad de unién del agonista inducida por Gs de desde 271 + 54 nM hasta 2,7 £
0,1 uM (figura 10c). El cambio en la afinidad de unidn del agonista inducido por mini Gsso4 (Un constructo idéntico
a mini Gsags, excepto que se revirtieron las mutaciones I372A y V3735l) (véase la tabla 2) se revirtié casi por
completo por GTPyS (de desde 18 + 2 nM hasta 700 + 60 nM). Sin embargo, no hubo diferencia significativa en
la afinidad de unidén del agonista del complejo B1AR-WT - mini Gssgs hi en presencia ni en ausencia de GTPyS
(3,6 £ 0,0 nM en comparacidén con 5,2 + 0,7 nM). Esta falta de respuesta a GTPyS se atribuyé a la mutacién
I372A, y mini Gssse (Un constructo idéntico a mini Gsaes, excepto que se revirtio la mutacién V375l) (véase la
tabla 2) se comportd de manera casi idéntica a mini Gssgs (véase la figura 12). Por tanto, la mutacién 1372A
parece desacoplar la ocupacion del bolsillo de unién a nucledtido de la unién de GPCR (véase el analisis). Este
es un hallazgo interesante, porque puede permitir la formacion de complejos GPCR-mini Gs estables en células
vivas. Combinado con el efecto termoestabilizador del acoplamiento de mini Gssgs en los GPCR, esto puede
permitir la solubilizacion y purificacidon de los GPCR que son demasiado inestables para purificarlos usando
técnicas tradicionales.

DISCUSION

Se han desarrollado varios enfoques novedosos para estabilizar y cristalizar GPCR en conformaciones similares
a las activas, que incluyen la complejacion con: péptidos derivados de la proteina G337, nanocuerpos que imitan
la proteina G3%3100101 v proteinas G heterotriméricas estabilizadas con nanocuerpos™. Sin embargo, estos
enfoques no son ideales: los péptidos derivados de la proteina G no parecen inducir los mismos cambios
conformacionales en el receptor que la proteina G heterotrimérica; los nanocuerpos que imitan la proteina G no
pueden recrear la superficie de contacto nativa de GPCR-proteina G; y los complejos de proteina G
heterotrimérica son grandes, dinamicos e inestables en detergente, lo que los convierte en dianas
particularmente desafiantes para la cristalizacion. Por tanto, se disefié una proteina G minima, que fuera
susceptible de cristalizacion de alto rendimiento de complejos GPCR-proteina G de tipo nativo. Recientemente,
se resolvid la estructura de mini Gs en complejo con el receptor de adenosina A2a humano de tipo natural con
una resolucién de 3,4 A (véase el ejemplo 4). La organizacién molecular del complejo Aza es notablemente
similar a la del complejo P2AR - Gs'° lo que sugiere fuertemente que es un reflejo preciso del complejo de
sefializacion nativo.

El trabajo de modificacidon por ingenieria de la proteina G también ha proporcionado una visién Unica del
mecanismo de activaciéon de la proteina G. Se identificaron un choque estérico entre las hélices a1y a5 en la
conformacién unida al receptor, que parece impedir el empaquetamiento cercano de la hélice o1 contra el nucleo
del dominio GaGTPasa (figura 6d). Anteriormente se ha sugerido que la desestabilizacién alostérica de la hélice
a1l por GPCR puede ser un acontecimiento clave en la apertura de la superficie de contacto del dominio
GuGTPasa-GaAH y la desestabilizacion del bolsillo de unidn a nucle6tido®992 | os presentes inventores
demostraron que la mutacién de lle-372 a alanina, que se predijo que eliminaria el choque estérico entre las
hélices a1y o5, inhibi6 casi por completo la disociacion del complejo mediada por GTP. Estos datos indican que
lle-372 actla como una conexién clave entre el sitio de unién a GPCR vy el bolsillo de unién a nucleétido, y que su
mutacién desacopla efectivamente la unidén a GPCR de la ocupacidon de nucledtidos. La identificacién de lle-372
como un residuo clave en la transduccién de sefiales también demuestra la versatilidad de las mini proteinas G,
particularmente las variantes minimamente estabilizadas, para estudiar los mecanismos de activacién de la
proteina G.

Las mini proteinas G son una herramienta novedosa, que tiene muchas aplicaciones potenciales, incluyendo:
caracterizacion de la farmacologia del receptor, estudios cinéticos de union, termoestabilizacién de GPCR en su
conformacién activa, descubrimiento de farmacos, y cristalizacidon de complejos GPCR-proteina G de tipo nativo.
Ademas, todas las mutaciones informadas en este caso estan ubicadas dentro de regiones conservadas de la
subunidad Go. Por tanto, se cree que el concepto es transferible a todas las clases de proteina G
heterotrimérica, lo que permitiria la produccion de un panel de mini proteinas G que pueden acoplarse a
cualquier GPCR.

MATERIALES Y METODOS

Clonacion. Los detalles de todos los constructos usados en este trabajo se proporcionan en las tablas 1y 2. La
mutagénesis dirigida a sitio se realizé usando el protocolo Quick Change (Stratagene). Las inserciones y
deleciones se realizaron usando una versién modificada de un método descrito previamente%2.

Expresidn de proteinas G en baculovirus. Los genes de la proteina G se clonaron en el vector de transferencia
pBacPAKS (Clontech) y los baculovirus se prepararon usando el sistema flashBAC ULTRA (Oxford Expression

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2998 019 T3

Technologies). Las células de Trichopulsia ni (Expression Systems) se cultivaron en medio libre de suero
ESF921 (Expression Systems) en matraces de crecimiento Optimum de 5 | (Thompson Instrument Company).
Inmediatamente antes de la infeccion, se afiadié suero bovino fetal inactivado por calor (Sigma) hasta una
concentracion final del 5 %. Las células se infectaron con el virus de tercer pase a una concentracién final del
3 %. En el caso de coinfeccion con multiples virus (para Gs heterotrimérica o Gfy) cada virus se afiadié hasta
una concentraciéon final del 3 %. El volumen final de cultivo fue de 3 | por matraz y la densidad celular final fue de
3x108 células/ml. Las células se recogieron 48 h después de la infeccién mediante centrifugacion a 5000 g
durante 5 minutos, se liofilizaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C.

Purificacién de Gas no lipidada. El sedimento celular de 6 | de cultivo de células de insecto se resuspendié a
400 ml en tampdn A (Tris 30 mM, pH 8,0, NaCl 100 mM, MgCl22 5 mM, imidazol 5 mM, GDP 50 puM). Se
afladieron PMSF (1 mM), pepstatina-A (2,5 uM), leupeptina (10 pM), comprimidos de proteasa completa (Roche),
ADNasa | (50 pg/ml) y DTT (100 puM). Las células se rompieron mediante sonicacién (10 minutos al 70 % de
amplitud) y se clarificaron mediante centrifugacién (38.000 g durante 1 h). El sobrenadante se cargd en una
columna Ni Sepharose FF de 5 ml (GE Healthcare) a 5 ml/min. La columna se lavd secuencialmente con 25 mi
de tampon A, 50 ml de tampon B (Tris 20 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 10 mM, glicerol al 10 %, MgCl2
1 mM, GDP 50 pM) y 25 ml de tampdn C (Tris 20 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 30 mM, glicerol al 10 %,
MgCl2 1 mM, GDP 50 uM) a 5 ml/min. La columna se eluyé con 25 ml de tampén D (Tris 20 mM, pH 9,0, NaCl 50
mM, imidazol 500 mM, glicerol al 10 %, MgCl2 1 mM, GDP 50 uM). El eluato se diluyé a 250 ml en tampén E (Tris
20 mM, pH 9,0, NaCl 50 mM, glicerol al 10 %, MgCl2 1 mM, GDP 50 uM, DTT 1 mM) y se cargé en una columna
Q Sepharose HP de 5 ml (GE Healthcare) a 5 ml/min. La columna se lavé con 50 ml de tampdn E y se eluyd con
un gradiente lineal de NaCl 50-300 mM (en tampdn E). Las fracciones pico se agruparon y se afiadio la proteasa
TEV para obtener una razén final de 1:20 p/p (TEV: Guas). La muestra se dializé durante la noche frente a 1 | de
tampdn F (HEPES 20 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, glicerol al 10 %, MgCl2 1 mM, GDP 10 puM). Se afiadié imidazol
(20 mM) y resina Ni-NTA (4 ml) a la muestra y se mezclaron durante 1 h. La mezcla se vertié en una columna
desechable que contenia 1 m de resina Ni-NTA y se recogio el flujo. La columna se lavé con 10 ml de tampén F y
este lavado se combiné con el flujo continuo. La muestra combinada se concentrd a 1,5 ml usando un filtro
centrifugo Amicon Ultra de 10 KDa MWCO (Millipore). La muestra se cargd en una columna de filtracién en gel
Superdex-200 26/600 (GE Healthcare), equilibrada con tampon G (HEPES 10 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM,
glicerol al 10 %, MgCl2 1 mM, GDP 1 uM, TCEP 0,1 mM). Las fracciones pico se agruparon y se concentraron a
50 mg/ml. La proteina pura se dividid en alicuotas, se ultracongel6 en nitrégeno liquido y se almacené a -80 °C.
Un rendimiento tipico fue de 6,5 mg de Gas pura por litro de cultivo.

Purificacién de heterotrimero de Gs no lipidada. Se realizé esencialmente purificacién de Gs heterotrimérica no
lipidada tal como se describe para Gas no lipidada, excepto: la columna Ni Sepharose se lavd con 50 ml de
tampén C, en lugar de 25 ml; el tampdn D contenia imidazol 300 mM, en lugar de 500 mM; el pH de los
tampones D y E fue 8,5, en lugar de 9,0; la columna Q Sepharose se eluy6 con un gradiente lineal de NaCl 50-
200 mM, en lugar de 50-300 mM; y no se realiz6 ninguna etapa de escision de TEV, en su lugar, las fracciones
de la columna Q Sepharose se concentraron y cargaron en la columna Superdex-200. Un rendimiento tipico fue
de 7 mg de Gs pura por litro de cultivo.

Purificacién de dimero GBy no lipidado. Se realizd esencialmente purificacién del dimero Gpy tal como se
describe para Gas no lipidada, excepto: se omitid GDP de todos los tampones; se omitié MgCl> de los tampones
B-G; los tampones B y C contenian NaCl 250 mM, en lugar de 300 mM; el tampdn D contenia NaCl 25 mM, en
lugar de 50 mM; el tampdn D contenia imidazol 300 mM, en lugar de 500 mM; los tampones E y F se
complementaron con EDTA 1 mM; la columna Q Sepharose se eluy6 con un gradiente lineal de NaCl 25-200
mM, en lugar de 50-300 mM; y no se realizé ninguna etapa de escisién de TEV, en su lugar, las fracciones de la
columna Q Sepharose se concentraron y cargaron en la columna Superdex-200. Un rendimiento tipico fue de
7,5 mg de Gy pura por litro de cultivo.

Expresidn y purificacién de nanocuerpos. Los genes sintéticos (Integrated DNA Technologies) para Nb80 y Nb35
se clonaron en pET26b (Novagen) para la expresién periplasmica en la cepa de E. cofi BL21(DE3)RIL (Agilent
Technologies). Las células se lisaron mediante sonicacion (10 minutos al 70 % de amplitud). Se purificd Nb80
mediante IMAC vy filtracién en gel, con un rendimiento tipico de 12 mg de proteina pura por litro de cultivo. Se
purificé Nb35 mediante IMAC, cromatografia de intercambio catidnico y filtracion en gel, con un rendimiento tipico
de 26 mg de proteina pura por litro de cultivo.

Expresidn y purificacion de mini proteinas G (para cribado) Los mutantes de la mini proteina G se clonaron en
PET15b (Novagen). La expresion se realizé en la cepa de E. coli BL21(DE3)RIL. Las células se hicieron crecer
en medio 2TY complementado con glucosa (0,1 %). Los cultivos se indujeron con IPTG (100 pM) a 15 °C durante
20 h. Las células se lisaron mediante sonicacidon (2 minutos al 70 % de amplitud). Los mutantes se purificaron
parcialmente mediante IMAC. Se retiré el imidazol en una columna PD10 (GE Healthcare) y las muestras se
concentraron a 20 mg/ml. La proteina parcialmente pura se dividié en alicuotas, se ultracongeld en nitrégeno
liquido y se almacend a -80 °C.
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Expresidn y purificacion de mini proteinas G (protocolo final) Las células BL21(DE3)RIL transformadas con el
constructo de mini proteina G se hicieron crecer en medio TB complementado con glucosa (0,2 %) y MgSOas (5
mM) y antiespumante (0,01 %). Las células se cultivaron en matraces con deflectores de 2 | (Simax), agitando a
140 rpm. Los cultivos se hicieron crecer a 30 °C hasta que se alcanzd una DOesoo de 0,8. La expresion se indujo
con IPTG (50 pM) vy la temperatura se redujo hasta 25 °C. Las células se recogieron 20 h después de la
induccién mediante centrifugacién a 5000 g durante 10 minutos, se ultracongelaron en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80 °C.

El sedimento celular de 1 | de cultivo se resuspendié a 200 ml en tampdén A (HEPES 40 mM, pH 7,5, NaCl
100 mM, glicerol al 10 %, imidazol 10 mM, MgCl2 5 mM, GDP 50 uM). Se afiadieron PMSF (1 mM), pepstatina-A
(2,5 pM), leupeptina (10 pM), comprimidos de proteasa completa, ADNasa | (50 pg/ml) y DTT (100 uM). Las
células se rompieron mediante sonicacion (10 minutos al 70 % de amplitud) y se clarificaron mediante
centrifugacion (38.000 g durante 45 minutos). El sobrenadante se cargdé en una columna Ni Sepharose FF de
10 ml a 5 mli/min. La columna se lavd con 100 ml de tampén H (HEPES 20 mM, pH 7,5, NaCl 500 mM, imidazol
40 mM, glicerol al 10 %, MgCl2 1 mM, GDP 50 puM) a 5 ml/min. La columna se eluyé con 30 ml de tampoén |
(HEPES 20 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, imidazol 500 mM, glicerol al 10 %, MgCl2 1 mM, GDP 50 puM). Se afiadié
proteasa TEV para obtener una razon final de 1:20 p/p (TEV: Gas). Se afiadio DTT (1 mM) y la muestra se
dializdé durante la noche contra 2 | de tampéon J (HEPES 20 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, glicerol al 10 %, MgCl2
1 mM, GDP 10 uM). Se afiadieron imidazol (20 mM) y resina Ni-NTA (4 ml) a la muestra y se mezclaron durante
1 h. La mezcla se vertié en una columna desechable que contenia 1 m de resina Ni-NTA y se recogio el flujo
continuo. La columna se lavé con 10 ml de tampén F y este lavado se combind con el flujo continuo. La muestra
agrupada se concentré hasta 1,5 ml y se cargd en una columna de filtracion en gel Superdex-200 26/600,
equilibrada con tampdén K (HEPES 10 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, glicerol al 10 %, MgCl2 1 mM, 1 uM GDP,
TCEP 0,1 mM). Las fracciones pico se agruparon y se concentraron hasta 100 mg/ml. La proteina pura se dividio
en alicuotas, se ultracongeld en nitréogeno liquido y se almacené a -80 °C. Un rendimiento tipico fue de 100 mg
de proteina pura por litro de cultivo.

Ensayo de unidn por saturacién. Se resuspendieron células de insecto que expresaban B1AR en 1 ml de tampén
de ensayo (HEPES 20 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM), complementado con inhibidores de proteasa completos libres
de EDTA (Roche). Las células se rompieron mediante 10 pases a través de una aguja doblada de 26 G. Los
restos celulares se retiraron mediante centrifugacién (3000 g durante 5 minutos a 4 °C). Se diluyé el
sobrenadante y se tomaron 2 alicuotas de 0,96 ml para cada muestra. Se afiadié alprenolol (120 pl) a la muestra
negativa (concentracién final de 1 mM) y se afiadié tampon de ensayo (120 pl) a la muestra positiva. Las
muestras se dividieron en alicuotas (12x 108 ul) en una placa de PCR. Se afadié [*H]-dihidroalprenolol (12 ul) a
cada pocillo (para obtener concentraciones finales en el intervalo: 2,5 nM - 2,56 uM). Las muestras se mezclaron
y se incubaron a 20 °C durante 2 h. Las muestras (2 duplicados de 50 pl) se filtraron a vacio a través de placas
de filtro de fibra de vidrio de 96 pocillos (Merck Millipore), previamente empapadas con PEI (0,1 %). Cada pocillo
se lavé con tampén de ensayo (3x 200 pl). Los filtros se secaron, se perforaron en viales de centelleo y se
afiadieron 4 ml de centelleante Ultima Gold (Perkin Elmer). La radiactividad se cuantific6 mediante recuento de
centelleo (1 minuto por muestra) usando un contador Tri-Carb (Perkin Elmer). Los datos de las muestras
negativas se restaron de los de las muestras positivas. Los datos se representaron graficamente (Prism) y los
valores de Kq se derivaron del analisis de union por saturacién de un sitio.

Ensayo de unién competitiva. Se resuspendieron células de insecto que expresaban B1AR en 1 ml de tampédn de
ensayo (HEPES 25 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, MgCl> 1 mM, ascorbato 1 mM), complementado con inhibidores
de proteasa completos libres de EDTA (Roche). Las células se rompieron mediante 10 pases a través de una
aguja doblada de 26 G. Los restos celulares se retiraron mediante centrifugacién (3000 g durante 5 minutos a
4 °C). Se diluyé el sobrenadante y se tomé una Unica alicuota de 1,68 ml para cada muestra. Se afiadio pareja
de unién (240 pl) (concentracion final de 25 pM). La mezcla se dividié en alicuotas (17 x 96 pl) en una placa de
PCR de 0,2 ml a 20 °C. Se afiadi6 isoprenalina (12 pl), preparada en un tampdn que contenia apirasa 1 U/ml
(Sigma-Aldrich), a cada pocillo (concentraciones finales en el intervalo: 1 pM - 10 mM). Se afiadié alprenolol
(12 pl) a la muestra negativa (concentracion final de 100 uM). Las muestras se mezclaron e incubaron a 20 °C
durante 1,5 h. Se afiadié [®H]-dihidroalprenolol (12 ul) a cada pocillo (concentraciones finales de 5 nM o 20 nM
para B1AR-WT o B1AR-84, respectivamente). Las muestras se mezclaron y se incubaron a 20 °C durante 1,5 h.
Las muestras (2 duplicados de 50 pl) se filtraron a vacio exactamente tal como se describe en el protocolo del
ensayo de union por saturacién. Los datos se representaron graficamente y los valores Ki se derivaron de un
anélisis de K de ajuste de un sitio.

Se realizaron ensayos de uniéon competitiva usando 31AR-84 solubilizado en detergente usando un protocolo
similar, excepto que: todos las etapas se realizaron a 4 °C; las membranas se solubilizaron con DDM
(concentracién final del 0,1 %) durante 30 minutos, antes de la adicién de la pareja de unidn; la separacién del
ligando unido del libre (por filtracidn en gel) se realizd exactamente tal como se describe en el protocolo del
ensayo de termoestabilidad.
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Medicion de la termoestabilidad de los complejos B+AR-WT - mini Gs. Se resuspendieron células de insecto que
expresaban B1AR-WT de tipo natural en 1 ml de tampdn de ensayo (HEPES 25 mM, pH 7,5, NaCl 400 mM,
MgCl2 1 mM, ascorbato 1 mM, BSA al 0,1 %, bacitracina al 0,004 %), complementado con inhibidores de
proteasa completos libres de EDTA (Roche). Las células se rompieron mediante 10 pases a través de una aguja
doblada de 26 G. Los restos celulares se retiraron mediante centrifugacion (3000 g durante 5 minutos a 4 °C). Se
diluyé el sobrenadante y se tomaron 2 alicuotas de 0,78 ml para cada muestra. Se afiadié norepinefrina (120 pl)
a la muestra negativa (concentracion final de 200 uM) y tampoén de ensayo (120 pl) a la muestra positiva. Se
afiadié pareja de unién (120 pl) a ambas muestras (concentracion final de 25 uM). Se afiadié 3H-norepinefrina
(120 pl), preparada en un tampon que contenia apirasa 1 U/ml (Sigma-Aldrich), a ambas muestras
(concentracién final de 200 nM). Las muestras se mezclaron y se incubaron a 4 °C durante 1 hora. Se afiadio
detergente (60 pl) a ambas muestras (concentracién final: DDM = 0,1 %; DM = 0,13 %; OG = 0,8 %). Las
muestras se mezclaron y se incubaron en hielo durante 1 hora. El material insoluble se retiré mediante
centrifugacién (17000 g durante 5 minutos a 4 °C). El sobrenadante se dividié en alicuotas (9x 120 pl) en tubos
de PCR de 0,2 ml. Cada muestra se calenté hasta la temperatura deseada (entre 4 y 50 °C) durante
exactamente 30 minutos, seguido de un enfriamiento en hielo durante 30 minutos. Las muestras (2 duplicados de
50 pl) se aplicaron a la resina Toyopearl HW-40F, que estaba preequilibrada (HEPES 25 mM, pH 7,5, NaCl 100
mM, MgCl2 1 mM, DDM al 0,025 %) y empaquetada (volumen de lecho de 225 pl) en placas de filtro de 96
pocillos (Merck Millipore). Las placas se centrifugaron (1800 rpm durante 5 minutos a 4 °C). El filtrado se
transfirio a las placas Isoplates (Perkin Elmer) y se afiadieron 200 pl de centelleante Optiphase Supermix (Perkin
Elmer) a cada pocillo. La radiactividad se cuantificd mediante recuento de centelleo (1 minuto por pocillo) usando
un contador MicroBeta (Perkin Elmer). Los datos de las muestras negativas se restaron de los de las muestras
positivas. Los datos se representaron graficamente y los valores de temperatura de fusién aparente (Tm) se
derivaron del analisis de dosis-respuesta sigmoidea (pendiente variable).

Medicion de la termoestabilidad de mutantes mini Gs unidos a GDP mediante fluorimetria diferencial de barrido
(DSF). Los mutantes mini Gs (30 pg) se diluyeron a 135 pl con tampén de ensayo (HEPES 10 mM, pH 7,5, NaCl
100 mM, MgCl21 mM, GDP 1 mM, DTT 2 mM). Se afiadié SYPRO-naranja (15 pl) desde una solucién madre 20x
para obtener una concentracion final de 2x. Las muestras se mezclaron y se transfirieron 2 alicuotas de 50 pl
(duplicados) a tubos de PCR de 0,2 ml (Qiagen). Las mediciones de termoestabilidad se realizaron usando un
dispositivo Rotor-Gene Q (Qiagen). Las muestras se equilibraron durante 90 s a 25 °C antes de aumentar la
temperatura de desde 25 hasta 99 °C a 4 s/°C. La temperatura de fusién (Tm), correspondiente al punto de
inflexion de la curva, se derivé del analisis usando el software de Rotor-Gene Q. Los valores de Tm se calcularon
como la media + EEM de tres experimentos independientes.

Andlisis de filtracién en gel de complejos de mini proteina G. Los complejos mini Gs - By se prepararon usando
mini Gssge: Un constructo en el que se reemplazaron los residuos N-terminales 6-25 y se revirtié la mutacién
L272D (véase la tabla 2). Se mezclé mini Gssgo purificada con subunidades Gp1y2 no lipidadas en una razén
equimolar (6,7 nmol cada una), se diluyd hasta 200 pl con tampén L (HEPES 10 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM,
MgCl2 1 mM, GDP 1 uM, TCEP 0,1 mM) y se incubd en hielo durante 4 horas. La muestra completa (200 pl) se
cargo en una columna de filtracion en gel Superdex-200 10/300, equilibrada con tampén L.

El complejo B1AR - mini Gs se prepar6 usando B1AR-WT de tipo natural purificado en detergente LMNG. Se
mezclaron B1AR-WT purificado y mini G en una razén equimolar (3,3 nmol cada uno), se diluyeron hasta 200 pl
con tampén M (HEPES 10 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, glicerol al 10 %, MgCl2 1 mM, acido ascérbico 1 pM,
isoprenalina 1 uM, LMNG al 0,002 %) y se incubaron en hielo durante 4 horas. La muestra completa (200 pul) se
cargé en una columna de filtracién en gel Superdex-200 10/300, equilibrada con tampon M.

Ejemplo 2: Desarrollo de un ensayo para detectar el acoplamiento de Gs no lipidadas al 31AR

INTRODUCCION

Una gran cantidad de datos estructurales y biofisicos han proporcionado pistas acerca de por qué ha resultado
dificil obtener una estructura de alta resolucién de un complejo proteina G-GPCR: la flexibilidad dentro de la
proteina G libre de nucleotidos parece ser el principal problema’ 24 4281 | os presentes inventores han disefiado
una proteina de union a GPCR minima que todavia se acopla a un GPCR pero elimina gran parte de la
flexibilidad que ha hecho que la cristalizacién del complejo sea tan dificil. En primer lugar, se desarrollé un
ensayo que puede detectar el acoplamiento de Gs no lipidadas al 1AR. A continuacidn, se expresé el dominio
GTPasa aislado de Gus y se demostrd que era capaz de acoplarse a B+1AR incluso en ausencia del dimero Py.
Sin embargo, la produccion del dominio GTPasa fue dificil debido a la escasa expresion y ala grave inestabilidad
térmica. Por tanto, se realizaron cribados mutagénicos y se identificaron mutaciones que mejoraron tanto la
expresion como la estabilidad del dominio GTPasa aislado, al tiempo que conservaban las propiedades béasicas
de union del nucledtido de guanina y la funcionalidad de la proteina. Las mutaciones que se descubrieron estan
bien conservadas entre las proteinas G heterotriméricas y se prevé que se transfieran a miembros de las cuatro
clases de subunidades «. Por tanto, este enfoque puede usarse para producir un repertorio de dominios GTPasa
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que puedan acoplarse a casi todos los GPCR. En el presente documento, se describe el disefio de dominios alfa
de proteina G modificados por ingenieria minimos (MEGA), que se acoplan a GPCR activados e inducen los
cambios farmacolégicos y conformacionales centrales asociados con el estado de union al agonista de alta
afinidad.

RESULTADOS
Desarrollo de un ensayo para detectar el acoplamiento de Gs no lipidadas al /1AR

Los presentes inventores han desarrollado un ensayo de unidon competitiva que puede detectar el acoplamiento
de Gs purificadas, no lipidadas (véase procedimientos experimentales) a las membranas celulares que contienen
el receptor B1AR. Inicialmente, se cribaron diferentes constructos de B1AR para identificar receptores que
mostraran un gran aumento en la afinidad del agonista en respuesta a la union a Nb8038. Un constructo de B1AR
de tipo casi natural (36) tenia una afinidad relativamente alta por la isoprenalina (aproximadamente 180 nM), que
sbélo aumenté 3,5 veces en respuesta a la union a Nb80 (figura 13a). Sin embargo, una serie de receptores
minimamente termoestabilizados mostraron un cambio mucho mayor en respuesta a la union a Nb80. Se eligio
uno de estos constructos ($84), que contenia cuatro mutaciones termoestabilizadoras (véase procedimientos
experimentales), para caracterizar adicionalmente el acoplamiento de Nb80 y Gs. 84 tenia una afinidad mucho
menor por la isoprenalina (aproximadamente 7,1 uM), pero mostré un cambio mas significativo tras la unidén a
Nb80, lo que dio como resultado una afinidad de aproximadamente 16 nM (figura 13b). Sin embargo, el
acoplamiento de Gs dio como resultado sélo un pequefio cambio en la afinidad del agonista, de desde
aproximadamente 6,9 uM hasta 1,4 uM (figura 13c). Por tanto, se planteé la hipdtesis de que la adicion de Nb35,
que se uso para facilitar la cristalizacion del complejo P2AR-Gs?, puede estabilizar el complejo y producir un
cambio mayor en la afinidad del agonista. En este caso, se observé un cambio en la afinidad por la isoprenalina
de desde aproximadamente 6,9 uM hasta 68 nM (figura 13d), similar al obtenido con Nb80.

Expresién y caracterizacién del dominio GTPasa aislado de Gas

Se sometieron a prueba una gran cantidad de constructos para encontrar el mejor método para aislar el dominio
GTPasa de Gas. Este proceso implicéd esencialmente la delecion del dominio helicoidal de su posiciéon dentro de
la regidn interruptora |. Las estrategias evaluadas fueron: (1) delecidn del dominio helicoidal y cualquier regién
asociada (residuos 57-207) que estuviera desordenada en la estructura cristalina del complejo P2AR-Gs’; (2)
delecion del dominio helicoidal (residuos 70-193), y unién de los extremos resultantes con un ligador de glicina
corto para retener una region interruptora | casi nativa; (3) delecion del dominio helicoidal e interruptor | (residuos
65-203), y unién de los extremos resultantes con un ligador de glicina mas largo; (4) delecion del dominio
helicoidal e interruptor | (residuos 67-205), e insercidon de la regidon interruptora | de GTPasas pequefias
estructuralmente relacionadas. Se sometieron a prueba varias variaciones de cada estrategia, por lo que los
intervalos de residuos citados son aproximaciones. Se descubrié que la estrategia (1) eliminaba regiones del
dominio GTPasa vitales para su estabilidad en ausencia del receptor y, por tanto, no era adecuada. Las
estrategias 2 a 4 tuvieron éxito y dieron como resultado la expresion de una pequefia cantidad de dominio
GTPasa aislado en E. coli (aproximadamente 100 pg/l de cultivo). El nivel de expresion entre diferentes
constructos fue variable, pero dificil de cuantificar. En general, la eliminacién completa del dominio helicoidal y
del interruptor | (estrategia 3) dio como resultado los niveles de expresion mas altos.

El dominio GTPasa aislado se purificé parcialmente de E. coli, y su capacidad para acoplarse al B1AR se
determind usando el ensayo de cambio de agonista descrito anteriormente. En primer lugar, se sometié a prueba
el acoplamiento del dominio GTPasa, pero no se observd ningun aumento en la afinidad (figura 14a). En
segundo lugar, se sometio a prueba el dominio GTPasa en presencia de las subunidades By y Nb35 (figura 14a),
en este caso se observdo un cambio en la afinidad (de desde aproximadamente 3,3 pM hasta 206 nM).
Finalmente, se sometié a prueba el acoplamiento del dominio GTPasa a 4 °C (figura 14b), en este caso se
observé un cambio en la afinidad (de desde aproximadamente 3,9 uM hasta 253 nM). Esto demostrd que el
dominio GTPasa aislado estaba activo y podia acoplarse al receptor en ausencia de subunidades By. Sin
embargo, indico que el dominio GTPasa era térmicamente inestable y requeriria modificacién por ingenieria para
producir una proteina estable adecuada para aplicaciones de cristalizacién.

Estabilizacién del dominio GTPasa mediante mutagénesis

Se realizé un cribado inicial de aproximadamente 50 modificaciones (mutaciones, deleciones y quimeras). Las
modificaciones se disefiaron para: eliminar secuencias superfluas (en comparacion con las GTPasas pequefias),
estabilizar el sitio de unidn a nucledtido, restringir las regiones interruptoras conformacionalmente dinamicas,
estabilizar el estado inactivo de la proteina G, o estabilizar la conformacion activa de la proteina G. No se
realizaron modificaciones en las regiones que interactian directamente con el receptor. El constructo parental
usado para la mutagénesis consistiéo en: una delecidon de 20 aminoacidos del extremo N-terminal, una delecion
completa del dominio helicoidal, y la retencidon de una regién interruptora | ligeramente modificada (véanse
procedimientos experimentales).
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Los mutantes se expresaron en E. coli y se purificaron parcialmente mediante IMAC. Para estimar el efecto
estabilizador de cada modificacion, se realizaron ensayos de cambio de agonista a 4 y 20 °C; en la tabla 5 se
presenta un resumen de los datos del ensayo. Los niveles de expresion de los mutantes diferian ampliamente,
por lo que no pudo estandarizarse la concentracion de cada mutante usada en los ensayos. En lugar de ello, en
cada ensayo se incluyd toda la cantidad de proteina purificada de un litro de cultivo. Es importante destacar que
la concentracion de proteina usada en el ensayo afecta la magnitud del cambio en la afinidad del agonista. Por
tanto, los datos deben interpretarse como una combinacion de nivel de expresién y efecto estabilizador. Se
identificaron cuatro modificaciones clave (A interruptor lll, A249D, L272D y H41l), que mejoraron drasticamente la
expresion y/o estabilidad del dominio GTPasa aislado (tabla 5). Tanto la mutacion A249D como la delecion del
interruptor Il dieron como resultado niveles de expresién significativamente mejorados (aproximadamente 1-
2 mg/l de cultivo); las mutaciones L272D y H41l no mejoraron significativamente los niveles de expresién. Todos
los mutantes indujeron un gran cambio en la afinidad del agonista (afinidad final de isoprenalina de 10-60 nM)
cuando se sometieron a ensayo a 4 °C (Tabla 5). Ademas, los mutantes A249D y A interruptor Il indujeron un
gran cambio en la afinidad del agonista (afinidad final de isoprenalina de 53 y 30 nM, respectivamente) cuando
se sometieron a ensayo a 20 °C (tabla 5). Los mutantes L272D y H41l también indujeron un cambio en la
afinidad del agonista (afinidad final de isoprenalina de 464 y 589 nM, respectivamente) cuando se sometieron a
ensayo a 20 °C (tabla 5), aunque no tan grande como los mutantes A249D y A interruptor Ill. Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que la concentracion de los mutantes A249D y A interruptor Il usada en el ensayo fue
aproximadamente 5 veces mayor. También se identificaron cuatro mutaciones adicionales (G49D, ESON, G226A
y S252D) que mejoraron la estabilidad del dominio GTPasa (tabla 5). Sin embargo, la proximidad de estas
mutaciones a los sitios mencionados anteriormente indica que es probable que su mecanismo de accion sea
similar, por lo que sus propiedades aditivas deben determinarse empiricamente.

DISCUSION

La solucién de estructuras de alta resolucién de GPCR en su conformacién completamente activa es de gran
importancia para el disefio de nuevos compuestos agonistas. Los presentes inventores han desarrollado una
estrategia Unica para disefiar el dominio GTPasa aislado de las subunidades « de la proteina G para acoplarse a
y activar conformacionalmente los GPCR.

Las proteinas G heterotriméricas pueden acoplarse a GPCR de manera eficiente en su estado lipidado asociado
a la membrana® Los dominios MEGA incluyen subunidades Go mutantes no lipidadas, cuyo mecanismo de
unién al receptor se prevé que sea similar al de la holoenzima. Por tanto, un requisito previo para el disefio de los
dominios MEGA fue el desarrollo de un ensayo que pueda detectar el acoplamiento de proteinas G no lipidadas
a GPCR. Inicialmente, se descubrid que Gs no lipidada inducia soélo un pequefio cambio en la afinidad del
agonista por un B1AR minimamente termoestabilizado. Sin embargo, la adicién de Nb35, que se usé para facilitar
la cristalizacion del complejo P2AR-GS7, produjo una respuesta mucho mayor. Nb35 parece inhibir la disociacion
del heterotrimero de proteina G al restringir conformacionalmente la region interruptora Il y estabilizar la
superficie de contacto de la subunidad o/f3. Por tanto, es probable que Nb35 reduzca la dindmica conformacional
del complejo ternario GPCR-proteina G, posiblemente imitando el efecto estabilizador del anclaje a la membrana,
aunqgue a través de un mecanismo diferente.

Se evaluaron varias estrategias diferentes para aislar el dominio GTPasa de Gs. Se descubrié que la eliminacién
completa del dominio helicoidal y del interruptor | dio como resultado una expresién y estabilidad ligeramente
mejores. |nicialmente, se descubrié que el dominio GTPasa inducia un cambio significativo en la afinidad del
agonista sélo en presencia del dimero By y Nb35, lo que sugiere que las subunidades [y todavia eran necesarias
para un acoplamiento eficiente. Sin embargo, se planted la hipdtesis de que el dimero By y Nb35 pueden actuar
simplemente para estabilizar el dominio GTPasa térmicamente labil?8. Por tanto, se repitieron los ensayos a 4 °C
y se descubrié que el dominio GTPasa podia acoplarse eficientemente al receptor de una manera independiente
de Py. Los GPCR pueden catalizar el intercambio de nucledtidos de bajo nivel en las subunidades Ga?, sin
embargo, se requiere el dimero de Py para facilitar el intercambio rapido y, por tanto, la amplificacién de la
sefial%t 57, La delecion del dominio helicoidal permite un acoplamiento eficiente del dominio GTPasa al receptor,
de manera independiente de PBy. Probablemente esto se deba a una disociacion mas rapida de GDP del dominio
GTPasa, lo que da como resultado un acoplamiento mas eficiente al receptor. En conjunto, estos datos sugieren
que el mecanismo de interaccién entre el receptor y el dominio GTPasa aislado es similar al de la holoenzima.
Por tanto, es probable que los dominios MEGA induzcan cambios conformacionales similares a los nativos en el
receptory, por tanto, representen un verdadero mimético del acoplamiento de la proteina G.

Se us6 mutagénesis para mejorar la estabilidad y expresion del dominio GTPasa. Se identificaron varias
mutaciones clave que mejoraron drasticamente el nivel de expresién y/o la estabilidad del dominio GTPasa,
cuyos mecanismos se discuten a continuacién. La mutacion A249D mejoré tanto la expresiéon como la estabilidad
del dominio GTPasa. En las GTPasas pequefias a menudo se encuentra un acido aspartico en esta posicién,
donde estabiliza la lisina del motivo NKXD a través de una interaccion de puente salino. Este residuo de lisina
forma la base del bolsillo de unién a nucleétido y participa en una interaccién de apilamiento de cationes = con el
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anillo de guanina®2. Esta posicién no esta ocupada exclusivamente por un acido aspartico en las GTPasas
pequefias, sin embargo, dentro de cada clase generalmente esta conservada o no conservada, lo que indica que
puede ser inherente a la estabilidad de determinadas familias de GTPasas. En las proteinas G heterotriméricas,
esta posicién esta ocupada por un residuo de alanina o serina, excepto Guz, donde esta presente un residuo de
acido glutamico. Sin embargo, la lisina del motivo NKXD se estabiliza a través de una interaccién de puente
salino con un &acido aspartico o glutamico del dominio helicoidal (Asp-173 en Gas). Esta interaccion se
interrumpe cuando la superficie de contacto de dominio se separa durante la activacion’. Se cree que la
mutacién A249D estabiliza el bolsillo de union a nucledtido y aumenta la afinidad de uniéon a GDP, aunque esto
aun no se ha sometido a prueba.

La delecion del interruptor Il mejoré tanto la expresiéon como la estabilidad del dominio GTPasa. En las proteinas
G heterotriméricas, el interruptor Il participa en la mediacion de los cambios conformacionales inducidos por la
captacion de GTP, y es necesario para la unién del efector®®. En las GTPasas pequefias, el interruptor Ill esta
ausente y la regién correspondiente consiste en elementos estructurales secundarios distintos: la cadena 34
termina en un giro tipo 1, que se conecta directamente con un segmento helicoidal 310 que precede a la hélice a3
(las asignaciones de estructura secundaria se realizaron usando el servidor web STRIDE®4 %) Es probable que
las mejoras en la estabilidad logradas mediante la eliminacidén del interruptor Il sean el resultado de reemplazar
un bucle altamente flexible con elementos de estructura secundaria mas ordenados. Es probable que el aumento
en el nivel de expresidon sea resultado de una combinacidon de una estabilidad mejorada y una ruta de
plegamiento energéticamente mas favorable.

La mutacién H41l mejoré significativamente la estabilidad del dominio GTPasa aislado. Se ha informado que la
histidina 41 contribuye significativamente a los niveles elevados de intercambio de nucleétidos basales
observados en Gas en comparacién con Gt%. Anteriormente se informé que la mutacién de histidina 41 a valina,
que se encuentra en esta posicién en Gt, redujo a la mitad el nivel de intercambio de nucleotidos basales de
Gus%. Se demostro que la mutacion H41V mejoro la estabilidad del dominio MEGA (véase la tabla 5), sin
embargo, la mutacidn H41l fue éptima en esta posicion. Esta mutacion mejora la estabilidad del dominio GTPasa
porque mejora las interacciones entre la hélice a5 y el bucle aN/p1. El empaquetamiento cercano en esta regién
estabiliza la hélice a5, reduciendo asi la tasa de disociacion de GDP%.

La mutacién L272D, que se encuentra en la hélice o2 (adyacente al interruptor Il), mejoré significativamente la
estabilidad del dominio GTPasa aislado. El interruptor [l cambia su estructura drasticamente entre los estados
unidos a GDP y GTP%: en el estado unido a GDP, el interruptor Il es méas dinamico y a menudo tiene estructuras
cristalinas desordenadas®; en el estado unido a GTP, el interruptor Il se vuelve altamente ordenado®: %, y en Gs
esta region forma el principal sitio de union del efector'®. Es probable que la mutacién L272D interactle
directamente con el interruptor Il y restrinja conformacionalmente toda la region. Curiosamente, puede formar
una interaccion de puente salino con un residuo de arginina altamente conservado en el interruptor Il (Arg-231),
gue esta idealmente posicionado para tal interaccion en el estado unido a GTP. Es probable que esto mejore la
estabilidad del dominio GTPasa al limitar la exposicion de los residuos hidréfobos debajo del interruptor Il al
entorno acuoso.

En resumen, se ha demostrado que, a pesar de ser inestable y tener una expresién deficiente, el dominio
GTPasa aislado de Gas puede acoplarse eficientemente al f1AR de una manera independiente de By. Se ha
realizado un exhaustivo cribado de mutagénesis e identificado cuatro mutaciones clave que aumentan
drasticamente la expresién y/o estabilidad del dominio.

METODOS Y MATERIALES

Constructos de B1AR. El constructo de 384, que se usé para los ensayos de union a la proteina G, contenia una
serie de modificaciones: una proteina de fusién MBP N-terminal; truncamiento N-terminal (residuos 1-32);
delecion del bucle 3 intracelular (residuos 244-271); truncamiento C-terminal en el residuo 367; etiqueta de hexa
histidina C-terminal; una mutacién C116L; un enlace disulfuro modificado por ingenieria (M40C-L103C); y cuatro
mutaciones termoestabilizadoras (M90V, D322K, F327A y F338). El receptor se expres6 usando el sistema de
expresion de baculovirus BaculoGold (BD Bioscience) en la linea celular Trichopulsia ni (High Five) (Life
Technologies).

Constructos del dominio GTPasa de Gas. El dominio GTPasa parental usado para los cribados de mutagénesis
iniciales se describe a continuacién (toda la numeracién se refiere a la isoforma larga de Gas). El constructo
consistio en: una etiqueta de hexa histidina N-terminal; delecién N-terminal (residuos 1-20); delecién del dominio
helicoidal (residuos 71-193), dejando un interruptor | casi nativo intacto, y uniendo los extremos terminales con
un ligador Glyz; y dos mutaciones en la regién interruptora | (L197A y C200S), para eliminar residuos
superficiales desfavorables expuestos por la eliminacion del dominio helicoidal.

Expresidon y purificacion de Gs heterotrimérica. La Gs heterotrimérica no lipidada usada en este estudio se
componia de: Gas humana (forma larga: incluyendo la region de corte y empalme de forma variable en el ligador-
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1), que contenia una delecion de cuatro aminoéacidos del extremo N-terminal para eliminar todos los sitios
potenciales de palmitoilacion™; GB1 humana (que contiene una etiqueta de hexa histidina N-terminal); y Gy2
humana que contiene una mutacion C68S para eliminar el sitio de prenilacion'2. Los constructos de baculovirus
que codifican para cada subunidad individual se construyeron usando el sistema flashBAC ULTRA (Oxford
Expression Technologies). El heterotrimero de Gs se expreso en células de Spodoptera frugiperda (SF9) que se
hicieron crecer en medio TNM-FH (Sigma) que contenia suero bovino fetal al 10 % (Gibco) y lipidos al 1 % (BD
Bioscience). Las células se infectaron usando el virus P3 a una concentracién del 2 % para cada subunidad, en
una razén 1:1:1. Las células se incubaron durante 48 horas a 27 °C. Las células se recogieron mediante
centrifugacion a 4000 g durante 10 minutos y se lavaron con PBS (15 % del volumen de cultivo). El sedimento
celular se ultracongelé en nitrégeno liquido y se almacené a -80 °C.

El sedimento celular de tres litros de cultivo se resuspendié en 150 ml de tampdn de lisis (Tris 30 mM, NaCl
100 mM, glicerol al 10 %, MgCl2 5 mM, GDP 100 uM, PMSF 0,5 mM, pepstatina-A 2,5 pM, leupeptina 10 pM,
ADNasal 50 pg/ml, ARNasaA 50 pg/ml, pH 8,0) que contenia inhibidores de proteasa completos libres de EDTA,
y se afiadido DTT hasta una concentracion final de 0,1 mM. Las células se rompieron mediante sonicacién y el
material insoluble se eliminé mediante centrifugacion a 38000 g durante 40 minutos. El sobrenadante se filtro
(0,45 uM) y se cargd en una columna de flujo rapido HisTrap Ni-Sepharose de 5 ml (GE Healthcare) a 5 ml/min.
La columna se lavd con diez voliumenes de columna de tampén de lisis, seguido de diez voliumenes de columna
de tampén de lavado (Tris 20 mM, NaCl 250 mM, imidazol 5 mM, glicerol al 10 %, MgCl> 1 mM, GDP 50 uM, pH
8,0) a 5 ml/min. La columna se eluyé con 25 ml de tampdn de elucién (Tris 20 mM, NaCl 50 mM, imidazol 200
mM, glicerol al 10 %, MgClz 1 mM, GDP 50 pM, pH 8,3) a 2 ml/min. El eluyente se diluyd con 225 ml de tampén
Q (Tris 20 mM, NaCl 50 mM, glicerol al 10 %, MgCl2 0,5 mM, GDP 50 uM, DTT 1 mM, pH 8,3). La mezcla se
cargé directamente en una columna Q-Sepharose HP HiTrap de 5 ml (GE Healthcare) a 5 ml/min. La columna se
lavé con diez volumenes de columna de tampén Q a 5 ml/min. Se eluyé Gs con un gradiente lineal de NaCl de
desde 50 mM hasta 250 mM (tampén Q que contiene NaCl 250 mM) en 40 volumenes de columna a 2 ml/min.
Las fracciones que contenian Gs se agruparon y se concentraron hasta 5-10 mg/ml usando un concentrador
Amicon Ultra con limite de corte de 10 KDa (Millipore). La Gs concentrada se cargd en una columna de filtracidon
en gel Superdex-200 (16/60) (GE Healthcare) equilibrada con tampoén GF (Tris 20 mM, NaCl 100 mM, glicerol al
10 %, MgCl2 0,2 mM, GDP 2 uM, TCEP 0,1 mM, pH 8,0) a 1 ml/min. Las fracciones que contenian Gs pura se
agruparon, se concentraron hasta 10 mg/ml, se ultracongelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C.
El rendimiento tipico fue de 1-2 mg de Gs pura por litro de cultivo.

Expresion y purificacion de Nb35. El gen Nb35'° se sintetizd (Integrated DNA Technologies) y se cloné en el
vector pET26b (Merck). Nb35 se expreso en células BL21(DE3)-RIL (Merck). Los cultivos se hicieron crecer en
un caldo Terrific, complementado con glucosa (0,1 %) y MgSOa4 (2 mM), hasta una DOsoo nm de 0,8 a 37 °C. La
expresion se indujo con IPTG (50 pM) a 28 °C durante aproximadamente 18 horas. Las células se recogieron
mediante centrifugacion a 4000 g y se almacenaron a -80 °C.

El sedimento celular de seis litros de cultivo se resuspendidé en 200 ml de tampdn de lisis (HEPES 40 mM, NaCl
100 mM, imidazol 5 mM, MgCl2 5 mM, PMSF 1 mM, lisozima 100 pg/ml, ADNasa 50 pg/ml, pH 7,5) que contenia
inhibidores de proteasa completos libres de EDTA. Las células se incubaron en hielo durante 30 minutos, luego
se rompieron mediante sonicacion y el material insoluble se retiré mediante centrifugacién a 38000 g durante 30
minutos. El sobrenadante se filtré (0,45 M) y se cargd en una columna de flujo rapido HisTrap Ni-Sepharose de
5 ml (GE Healthcare) a 5 ml/min. La columna se lavé con 15 volumenes de columna de tampdn de lavado
(Hepes 20 mM, NaCl 300 mM, imidazol 40 mM, pH 7,5) a 5 ml/min. La columna se eluyé con 25 ml de tampdn de
elucién (Hepes 20 mM, imidazol 500 mM, pH 7,0) a 2 ml/min. El eluyente se diluyé con 225 ml de tampdn SP
(Hepes 20 mM, pH 7,0) y se cargd directamente en una columna SP-Sepharose HP HiTrap de 5 ml (GE
Healthcare) a 5 ml/min. La columna se lavé con diez volumenes de columna de tampdn SP a 5 ml/min. Se eluyo
Nb35 con un gradiente lineal de NaCl de desde 0 mM hasta 250 mM (tampén SP que contiene NaCl 250 mM) en
40 volumenes de columna a 2 ml/min. Las fracciones que contenian Nb35 se agruparon y se dializaron frente a
500 ml de tampon GF (Tris 20 mM, NaCl 100 mM, glicerol al 10 %, pH 7,5) durante la noche, con dos cambios de
tampén externo. Se concentrd Nb35 hasta 20 mg/ml usando un concentrador Amicon Ultra con limite de corte de
3 KDa (Millipore). Se cargé Nb35 concentrado en una columna de filtracién en gel Superdex-200 (16/60) (GE
Healthcare) equilibrada con tampon GF a 1 ml/min. Las fracciones que contenian Nb35 puro se agruparon, se
concentraron hasta 20 mg/ml, se ultracongelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C. El rendimiento
tipico fue de 5 mg de Nb35 puro por litro de cultivo.

Purificacién parcial de dominios GTPasa de Guas para su uso en ensayos de cambio de agonista. Los dominios
GTPasa se expresaron en células BL21(DE3)-RIL. Los cultivos se hicieron crecer en medio 2TY, complementado
con glucosa (0,1 %), hasta una DOsoo nm de 0,5-0,8 a 25 °C. La expresion se indujo con IPTG (100 uM) a 15 °C
durante aproximadamente 16 horas. Las células se recogieron mediante centrifugacion a 40009 y se
almacenaron a -80 °C.

El sedimento celular de dos litros de cultivo se resuspendid en 22 ml de tampdn de lisis (Tris 30 mM, NaCl
100 mM, imidazol 10 mM, dlicerol al 20 %, MgCl2 5 mM, ATP 3 mM, GDP 100 pM, PMSF 0,5 mM, pepstatina-A
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2,5 uM, leupeptina 10 uM, lisozima 50 pg/ml, ADNasal 20 pg/ml, pH 7,5) que contenia inhibidores de proteasa
completos libres de EDTA. Se afiadié DTT (0,1 mM) y las células se incubaron en hielo durante 30 minutos. Las
células se rompieron mediante sonicacién y el material insoluble se eliminé mediante centrifugaciéon a 50000 g
durante 40 minutos. Se filtrd el sobrenadante (0,45 pM), se afiadiéo 1 ml de resina de flujo rapido Ni-Sepharose
(GE Healthcare) y la suspension se mezclé a 4 °C durante 1,5 horas. La mezcla se vertié en una columna PD10
vacia (GE Healthcare) y se lavo con 20 ml de tampdn de lavado (Tris 20 mM, NaCl 300 mM, imidazol 40 mM,
glicerol al 20 %, MgCl2 1 mM, GDP 50 uM, pH 7,5). La columna se eluyé con 2,5 ml de tampon de elucion (Tris
20 mM, NaCl 100 mM, imidazol 400 mM, glicerol al 20 %, MgCl2 1 mM, GDP 50 uM, pH 7,5). La proteina
parcialmente purificada se desalinizé en un tampén GF (Tris 20 mM, NaCl 100 mM, glicerol al 10 %, MgCl2 1
mM, GDP 50 uM, DTT 0,1 mM, pH 7,5) usando una columna PD10 (GE Healthcare). La proteina desalada se
concentré hasta un volumen final de 400 pl usando un concentrador Amicon Ultra con limite de corte de 10 KDa
(Millipore). La proteina concentrada se ultracongeld en nitrégeno liquido y se almacend a -80 °C.

Ensayo de cambio de agonista. El sedimento celular de aproximadamente 2 ml de cultivo High Five que
expresaba el constructo del receptor 384 se resuspendié en 1 ml de tampén de lisis (Tris 20 mM, NaCl 100 mM,
MgCl2 1 mM, acido ascérbico 1 mM, pH 7,5) que contenia inhibidores de proteasa completos libres de EDTA
(Roche). Las células se lisaron mediante 10 pases a través de una aguja doblada de 26 G y el material insoluble
se retird mediante centrifugacion (5 minutos a 3000 g). El sobrenadante, que contenia fracciones de membrana
en bruto, se diluyd hasta 8 ml en tampén de lisis (se requieren 0,8 ml por curva de competencia). Se afiadio
proteina G, dominio MEGA, Nb80 o tampdn (200 nl) a las membranas en bruto (0,8 ml) y se homogeneizé
mediante 3 pases a través de una aguja doblada de 26 G. La concentracién final de proteina G o Nb80 usado en
el ensayo fue de aproximadamente 1 mg/ml; la concentracién final de los dominios MEGA usados dependio de
sus niveles de expresion. Se transfirieron nueve alicuotas (88 pl cada una) a una placa de PCR de 96 pocillos
(en hielo). Se afiadid isoprenalina (11 pl) a siete muestras para obtener una curva de concentracion final de
ligando competitivo de 1x10-% a 1x10° M; las diluciones de isoprenalina se prepararon en un tampén de lisis que
contenia apirasa 1 U/ml (Sigma). Se afiadié tampdn (11 pul) a una de las muestras restantes para determinar la
sefial total, y se afiadié alprenolol (11 pl) a la muestra final para determinar la sefial de fondo (concentracion final
de 100 uM). Las muestras se incubaron a 4 °C durante 2 horas (0 a 20 °C durante 1 hora). Se afiadio °H-
dihidroalprenolol (Perkin Elmer) a cada pocillo (11 pl) para obtener una concentracion final de 10 nM (sKd de
B84). Las muestras se incubaron a 4 °C durante 2 horas (0 a 20 °C durante 1 hora). Las muestras se filtraron en
placas de filtro GF/B de 96 pocillos (Millipore), previamente remojadas en tampon de lisis que contenia PEI al 0,1
%. Las placas se lavaron tres veces (200 pl) con tampdn de lavado helado (Tris 20 mM, NaCl 100 mM, MgClz 1
mM, pH 7,5). Las placas se secaron y los filtros se retiraron y colocaron en viales de centelleo. Se afiadio
centelleante (4 ml), las muestras se incubaron durante la noche y luego se conto el tritio en un contador de
centelleo liquido (Beckmann Coulter). Los datos se analizaron usando la funcion “logCI50 de ajuste de un sitio”
de Prism (GraphPad).

Ejemplo 3: Aplicaciones

Los dominios MEGA tienen una amplia gama de aplicaciones en el disefio de agentes terapéuticos para modular
la actividad de GPCR y de la proteina G.

ESTABILIZACION DE GPCR DURANTE LA PURIFICACION

Los GPCR son conformacionalmente dinamicos, lo que contribuye a su escasa termoestabilidad en el
detergente®. Es probable que los dominios MEGA estabilicen conformacional y térmicamente el GPCR y, por
tanto, mejoren la eficiencia de los procedimientos de purificacién.

TERMOESTABILIZACION DE GPCR EN SU CONFORMACION COMPLETAMENTE ACTIVA

Es probable que los dominios MEGA mejoren significativamente la termoestabilidad del GPCR al que estan
unidos. Sin embargo, pueden lograrse mejoras drasticas adicionales en la estabilidad mediante la
termoestabilizacion mutagénica del receptor®® mientras se encuentra en complejo con el dominio MEGA. El
complejo MEGA-StaR resultante sera altamente estable y adecuado incluso para las aplicaciones mas exigentes.
Ademas, los GPCR termoestabilizados de esta manera pueden adoptar una conformacion completamente activa
incluso en ausencia del dominio MEGA o ligando, lo que proporciona una oportunidad Unica para el disefio de
farmacos.

DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DE GPCR EN SU CONFORMACION COMPLETAMENTE ACTIVA

Las propiedades estabilizadoras de los dominios MEGA permitiran la determinacion de la estructura de alta
resolucion del estado unido al agonista de alta afinidad de los GPCR, usando tanto cristalografia de rayos X
como RMN.

CRIBADQO DE BIBLIOTECAS DE FRAGMENTOS CONTRA GPCR ACTIVADOS
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Los dominios MEGA también pueden ser una herramienta valiosa para el cribado de bibliotecas de fragmentos
usando métodos estructurales y no estructurales. Existe una fuerte evidencia que sugiere que una vez que se
forma el complejo ternario proteina G-GPCR, el ligando puede retirarse del bolsillo de unidén sin provocar la
disociacion del complejo: el tratamiento con hidroxilamina del complejo transducina-rodopsina libre de
nucleétidos provoca la hidrélisis del enlace de base de Schiff entre la rodopsina y el retinal, lo que da como
resultado la liberacion de retinaloxima'. Sin embargo, esto no provoca la disociacion del complejo ni la
descomposicion del estado fotoquimico Meta-Il en opsina inactiva, ademas, el sitio del cromaforo parece
permanecer en su conformacién abierta’. Por tanto, puede ser posible producir un complejo MEGA-GPCR libre
de ligando en el que el bolsillo de union a ligando vacio mantenga la conformacién unida al agonista de alta
afinidad. Los complejos libres de ligando representan un sustrato ideal para el cribado de bibliotecas de
fragmentos usando métodos biofisicos o técnicas de remojo de cristales. Estos complejos también seran de gran
importancia para el disefio de agonistas dirigidos a receptores huérfanos.

CRIBADO DE COMPUESTOS QUE BLOQUEAN SUPERFICIES DE CONTACTO ESPECIFICAS DE PROTEINA
G-GPCR

El bolsillo de union a ligando y la superficie extracelular de los GPCR son las principales dianas explotadas en el
disefio de farmacos, sin embargo, las proteinas de sefializacion posteriores también tienen un potencial
terapéutico significativo. Se han descrito varios péptidos y moléculas pequefias que modulan las subunidades «
de la proteina G7%72. Aunque estas moléculas generalmente se dirigen a una sola clase de proteina G, la
naturaleza promiscua de la sefializacién de la proteina G significa que es poco probable que sean adecuadas
para aplicaciones terapéuticas. Las estructuras de los complejos MEGA-GPCR permitiran el disefio de pequefias
moléculas que se dirijan a una superficie de contacto especifica de proteina G-receptor. De esta manera, podria
inhibirse la sefializacion a través de un par especifico proteina G-receptor, mientras que se conserva la actividad
tanto del receptor como de la proteina G en otras cascadas de sefializacion.

DESARROLLO DE ENSAYOS BASADOS EN CELULAS

Debido a su naturaleza monomeérica, los dominios MEGA seran utiles en el desarrollo de ensayos fluorescentes
para estudiar el acoplamiento receptor / proteina G in vivo.

COMPRENSION DE LOS MECANISMOS MOLECULARES DE LA ESPECIFICIDAD DEL RECEPTOR

Los dominios MEGA también pueden permitir determinar los mecanismos moleculares de la especificidad del
receptor mas alla de la superficie de contacto de Ga-GPCR. Los dominios MEGA pueden reconstituirse con
diferentes combinaciones de subunidades fBy; estos complejos GPCR-MEGA-fy pueden ser mas propensos a la
cristalizacion que los complejos proteina G-GPCR completos. Por tanto, pueden estudiarse las interacciones
entre el extremo C-terminal del receptor y las subunidades By. Esto puede permitir el disefio de moduladores
alostéricos que puedan dirigirse a complejos GPCR-proteina G especificos, basandose en los componentes Py
del heterotrimero de proteina G.

DOMINIOS MEGA COMO AGENTES TERAPEUTICOS

Los dominios MEGA pueden modificarse por ingenieria para secuestrar GPCR, subunidades By o efectores
posteriores. Estos mutantes negativos dominantes podrian ser en si mismos agentes terapéuticos valiosos, por
ejemplo, en la terapia contra el cancer.

Ejemplo 4. Estructura del receptor de adenosina A2a unido a una proteina G modificada por ingenieria

INTRODUCCION

Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) son componentes esenciales de la red de sefializacion
intercelular quimica en todo el cuerpo. Para comprender el mecanismo molecular de la sefializacién, son
necesarias estructuras de receptores tanto en conformacion inactiva como en conformacién activa acoplados a
una proteina G heterotrimérica. En este caso se notifica la primera estructura del receptor de adenosina Aza
(A2aR) unido a proteina G altamente modificada por ingenieria, mini-Gs, a una resolucién de 3,4 A. Mini-Gs se
une a A2aR a través de una extensa superficie de contacto (1048 A'9%) que es similar, pero no idéntica, a la
superficie de contacto entre el receptor pz-adrenérgico y Gs. La estructura de A2aR unido a mini-Gs identifica
residuos de aminoacido clave implicados en la transicién del receptor desde un estado intermedio activo unido al
agonista hasta el estado completamente activo unido a la proteina G. La estructura destaca tanto la diversidad
como la similitud en el acoplamiento GPCR-proteina G e insinua la posible complejidad de la base molecular de
la especificidad de la proteina G.

La adenosina es una molécula de sefalizacion que activa cuatro receptores de adenosina diferentes en

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2998 019 T3

humanos, A1, A2a, Acs ¥ As, ¥ se ha implicado en una amplia gama de procesos fisioldgicos, incluyendo la
angiogénesis, la funcion inmunitaria y la regulacion del suefio (revisado en 104105) Ademads, existen sélidas
evidencias de que las altas concentraciones de adenosina extracelular son perjudiciales para la salud celular y
contribuyen a los efectos patolégicos observados en enfermedades neurodegenerativas, trastornos inflamatorios,
cancer y lesién por isquemia-reperfusion (revisado en '%). Por tanto, existe un interés considerable en el
desarrollo de agonistas y antagonistas especificos de subtipo para los receptores de adenosina. Durante los
Ultimos 40 afios, se ha desarrollado una amplia gama de compuestos mediante la quimica medicinal
tradicional95197 y mas recientemente, se ha implementado el disefio de farmacos basado en la estructura para
desarrollar novedosos antagonistas del receptor de adenosina A2a (A2aR) para el posible tratamiento de la
enfermedad de Parkinson'° La FDA aprob6 un agonista que selecciona como diana A2aR (regadenoson) para
obtencién de imagenes de perfusién miocardica'® y estan desarrollandose agonistas especificos para AsR por
sus propiedades antineoplasicas y antiinflamatorias’®,

La comparacion de las estructuras de AzaR unido a agonistas inversos'%"12 o a agonistas™'"® dilucidé los
determinantes moleculares de la eficacia y la especificidad del subtipo'*. Sin embargo, el mecanismo de
activacion del receptor para permitir el acoplamiento a las proteinas G y la base de la selectividad de las
proteinas G no se comprenden completamente. Se han determinado estructuras de A2aR en estado inactivo
unido a cualquiera de los antagonistas ZM241385110-112 XAC'0  cafeina'® o 1,2 4-triazinas'®, y todas las
estructuras son muy similares. Se identificd un ion Na* intramembrana que puede actuar como antagonista
alostérico en la estructura de mayor resolucién (1,8 A)''5, y posteriormente se identificé un ion Na* homélogo en
otras estructuras de alta resolucion de GPCR%:1'%117 También se han determinado cuatro estructuras de A2aR
unidas a los agonistas después de la cocristalizacion con adenosina!, NECA', CGS21680'"% o UK4320974.
Todas las estructuras son muy similares y se cree que representan una conformacion intermedia activa del
receptor, pero no el receptor completamente activo que se une a una proteina G'. Las observaciones que
respaldan esta conclusion incluyen la presencia de cambios rotaméricos clave de residuos de aminoacido
conservados asociados con la activacion de otros GPCR, pero la ausencia de un movimiento significativo del
extremo citoplasmico de la hélice 6 transmembrana (H6) lejos del nucleo del receptor’4. El estado acoplado a
proteina G de A2aR muestra una mayor afinidad de unién de los agonistas en comparacion con el estado
desacoplado™®, pero no estd claro si las estructuras unidas a los agonistas determinadas hasta la fecha
representan el bolsillo de unidén en una conformacion de alta o baja afinidad. A diferencia de AcaR, la
cristalizacion de B1AR o B2AR unido a agonistas dio como resultado estructuras de conformacion inactiva que
difieren solo sutiimente de las estructuras unidas a los antagonistas?3. Ahora es evidente que B2AR existe en un
conjunto de conformaciones ya sea unido a antagonistas, a agonistas 0 a ningun ligando en absoluto, y la
presencia de agonistas aumenta la probabilidad de formacion del estado activo'®. El estado activado se
estabiliza entonces mediante la union de una proteina G'° o mediante un mimético de proteina G (nanocuerpo)3.
Por tanto, con el fin de dilucidar la estructura del estado activado de A2aR, se ha determinado su estructura unida
a una proteina G modificada por ingenieria.

RESULTADOS
Estructura de A2aR unido a proteina G

Se ha notificado una Unica estructura de un GPCR unido a una proteina G heterotrimérica, concretamente
B2AR'0 unido a Gs. La cristalizacién supuso un verdadero esfuerzo, que requirié el desarrollo de un nanocuerpo
especifico, Nb35, para estabilizar el trimero Gafy mediante la unién en la superficie de contacto entre Ga y Gp,
la fusion de la lisozima T4 al extremo N-terminal de B2AR, el uso de un novedoso derivado de mono-oleina MAG
7.7 para la cristalizacién in meso y un procedimiento complejo para la purificacién y cristalizacién. La estructura
de B2AR-Gs'® mostro que practicamente todos los contactos entre el receptor y la proteina G se realizaron con la
subunidad Ga vy, por tanto, en teoria, Gy era innecesaria para la formacion del complejo. Por tanto, se adoptd un
enfoque alternativo, modificar por ingenieria la subunidad Gas para que fuera més susceptible para la formacion
de cristales bien ordenados, lo que en principio deberia permitir la cristalizacion de cualquier receptor acoplado a
Gs en el estado activado'®. Se desarrollé una proteina G minima, mini-Gs, que comprendia una forma truncada
del dominio GTPasa de Gus, que incluia 8 mutaciones puntuales para estabilizar la proteina en ausencia de Gy
y en presencia de detergentes'?. Los truncamientos incluian la region interruptora Ill, 23 aminoacidos del
extremo N-terminal y el dominio a-helicoidal, todos los cuales se beneficiarian de la formacion de cristales al
disminuir la heterogeneidad estructural del complejo. La mini-Gs reprodujo el aumento de la afinidad del agonista
que se produjo tras la incubacién del receptor en presencia de la proteina G heterotrimérica Gs y también
mostraron una sensibilidad idéntica a la presencia del antagonista alostérico Na* (figuras 15 y 16). Ademas, mini-
Gs formé facilmente un complejo con A2aR en presencia del agonista NECA y el complejo era considerablemente
més termoestable que A2aR unido a NECA, particularmente en detergentes de cadena corta (figura 17). Este
complejo se cristalizé en el detergente octiltioglucésido mediante difusion en fase de vapor y se recopild un
conjunto de datos de dos cristales (véanse los métodos adicionales). La estructura de A2aR-mini-Gs se determiné
mediante reemplazo molecular usando la estructura de A2aR unido a NECA (ID de PDB: 2YDV)' y el dominio
GTPasa de Gos del complejo P2AR-Gs (ID de PDB: 3SN6)'° como modelos de blsqueda y la estructura refinada
a 3,4 A (tabla 6).
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Hay dos complejos mini-Gs-A2aR por unidad asimétrica cristalogréfica compuesta o bien por las cadenas Ay C
(complejo AC) o bien por las cadenas B y D (complejo BD). La mejor densidad electronica se observé para el
complejo AC (cadena A, A2aR; cadena C, mini-Gs), e incluia la densidad para el agonista NECA unido a A2aR y la
densidad para una molécula de GDP unida a mini-Gs (figura 18). La cadena B (A2aR) en el complejo BD también
contenia densidad para NECA, pero la cadena D (mini-Gs) no contenia densidad correspondiente a GDP. No
esté claro a partir de la estructura por qué las dos moléculas de mini-Gs difieren en la ocupaciéon de GDP, porque
las estructuras son practicamente idénticas (rmsd de 0,12 A a lo largo de 1127 atomos), y aunque el sitio de GDP
en la cadena D esta en las proximidades del bucle extracelular 2 de un receptor relacionado con la simetria
(cadena A), este bucle esta desordenado y no hay ninguna sugerencia de que impida la unién de nucleétidos. La
presencia de GDP en la estructura de mini-Gs es un reflejo de las propiedades de la proteina G modificada por
ingenieria, que, después de la formacién del complejo, es insensible a la disociacién mediada por GTPyS'®. Por
tanto, esta estructura puede considerarse como un complejo entre un GPCR y una proteina G unida a GDP
antes de que GDP se haya disociado. Las dos moléculas de A2aR en la unidad asimétrica también son
practicamente idénticas (rmsd de 0,05 A a lo largo de 1665 &tomos), pero difieren significativamente de las
estructuras de A2aR previamente determinadas debido al movimiento hacia afuera del extremo citoplasmico de la
hélice 6 transmembrana (H6; comentado a continuacién). La alineacion estructural del complejo AC con el
complejo BD mostré que mini-Gs estaba orientada de manera ligeramente diferente entre los receptores con una
rotacion del dominio GTPasa de 3° con respecto al receptor, y da como resultado un empaqguetamiento
ligeramente diferente entre mini-Gs y A2aR (figura 19). Si bien es posible que esto se deba a la presencia de GDP
en un complejo pero no en el otro, parece méas probable que surja de diferencias en los contactos de red. Aun
asi, esto puede representar una variacion natural en la superficie de contacto entre mini-Gs y A2aR debido a la
naturaleza flexible de la proteina G activada y el receptor. Todos los analisis posteriores se comentaran en el
contexto del complejo AC, ya que la densidad electronica para este complejo se definidé mejor, especialmente
para algunos de los residuos implicados en las interacciones entre mini-Gs y A2aR.

La superficie de contacto entre A2aR y mini-Gs en el complejo AC se forma entre 20 residuos de aminoécido del
receptor y 17 residuos en mini-Gs (figuras 19, 20 y 21), comprendiendo un area de superficie enterrada total de
1048 A% en el receptor. Resulta sorprendente que, de los 20 residuos de aminoéacido en contacto con mini-Gs,
hay 6 residuos de Arg, 10 residuos hidrofobos y 2 residuos de Gin. Las principales areas en el receptor que
entran en contacto con mini-Gs se encuentran en el extremo citoplasmico de H3, el bucle citoplasmico 2 (CL2), el
extremo citoplasmico de H5, tres residuos en H6 y una regiéon con carga positiva en el giro entre H7 y H8 (figura
20). En mini-Gs, los contactos se realizan predominantemente por la hélice a5 que implica 14 residuos de
aminoacido que se empaquetan contra residuos en H3, CL2, H5, H6, H7 y H8 de A2aR. Las interacciones
adicionales incluyen His41%'2 en la lamina p S1, Val21753" en S3 y Asp21552%31 en el bucle entre S2 y S3 que
hacen contacto con residuos en CL2 en AxaR (figura 22; los superindices se refieren al sistema CGN para las
proteinas G'%). Los residuos de aminoacido en A2aR y mini-Gs forman superficies complementarias que se
empaquetan juntas predominantemente a través de interacciones de van der Waals (~90 % de los contactos) con
6 interacciones polares a lo largo de la superficie de contacto. Esta complementariedad es particularmente
evidente en el empaquetamiento de la secuencia PLRY en CL2 de A2aR contra residuos en S1, S3, el bucle S2-
S3 y a5, con Leu110 ubicada en un bolsillo formado por His415'2 Val217%31 Phe376M58 Cys379H511 y
Arg380M5.12 | a hélice o5 sobresale hacia la hendidura dentro de la cara citoplasmica de A2aR creada a través del
movimiento hacia afuera del extremo citoplasmico de H6, con el vértice de la hélice a5, Tyr391.23 realizando
extensas interacciones de van der Waals con Arg1023%0 (el superindice se refiere al sistema de numeracion de
Ballesteros-Weinstein para GPCR'') que forma toda la superficie superior de la hendidura (figura 22). La
orientacién general de la hélice o5 también puede verse facilitada por los dipolos de hélice favorables entre H8
del receptor y a5, que forman una hélice retorcida casi contigua.

Comparacién de la superficie de contacto receptor-proteina G en las estructuras de [LAR-Gs y A2aR-mini-Gs

La superposicion de los receptores en el complejo AxaR-mini-Gs y el complejo B2AR-Gs'® muestra que los
receptores tienen arquitecturas muy similares (rmsd de 1,7 A a lo largo de 1239 &tomos), produciéndose la
mayoria de las diferencias en la regién extracelular donde las secuencias de aminoacidos son mas divergentes
(figura 22). En cambio, las caras intracelulares de los receptores se alinean muy bien, incluyendo el gran
desplazamiento hacia afuera del extremo citoplasmico de H6. Sin embargo, mini-Gs no se superpone
exactamente a la subunidad Ga de la proteina G heterotrimérica unida a B2AR (figura 22), con una diferencia de
orientacién de ~15°, aunque la diferencia es menor (~10°) para la hélice o5. Esto es una consecuencia de los
diferentes residuos de aminoéacido en A2aR en comparacion con 2AR (figuras 18 y 22), lo que da como resultado
un empaquetamiento ligeramente diferente de las proteinas G con los receptores. Sin embargo, la alineacién de
mini-Gs con Gus unida a P2AR muestra que son esencialmente idénticas (rmsd de 0,92 A a lo largo de
1158 atomos), siendo la diferencia mas significativa una inclinaciéon de 8° entre las respectivas hélices o5, 10 que
da como resultado un desplazamiento de 3,7 A del Ca de Tyr391 en mini-Gs lejos del nucleo de la proteina G
(figura 23). Sorprendentemente, la diferencia mas significativa entre la superficie de contacto mini-Gs-A2aR en
comparacion con la superficie de contacto Gs-f2AR también se produce en esta regidon como resultado de las
diferentes secuencias de aminoéacidos en el limite H7-H8. En AR, H7 termina con Arg29175¢ y forma la
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secuencia R7%|IREFR (los residuos de aminoacido en cursiva no entran en contacto con mini-Gs), en
comparacion con la secuencia S7%PDFR/ en la posicidén equivalente de B2AR, donde ninguno de los residuos
entra en contacto con Gas. En A2aR, Arg291756 forma un enlace de hidrégeno con el grupo carbonilo de
Tyr39115.23 y realizandose también contactos de van der Waals entre Arg2917-% 11e292 y Arg293 y la hélice o5
en mini-Gs. Otra regién de los receptores que difiere en la presencia/ausencia de contactos con sus respectivas
proteinas G se encuentra en el extremo de H5. En B2AR, H5 extiende un giro adicional en comparacién con
A2aR, donde esta regidn esta desordenada en la estructura, quizas porque el bucle CL3 en A2aR es 18 residuos
de aminoacido mas corto que en B2AR. Por tanto, en B2AR, se realizan contactos adicionales entre el receptor
(116233572, Lys235574, Ser236575 y Arg239578) y Gas (Asp323™43 Asp343™423 Leul346M426 Arg347H427)
T350M456.3 y Y358H456.11) que no estan presentes en la estructura A2aR-mini-Gs (figuras 17 y 18).

Aunque existen diferencias significativas en los contactos receptor-proteina G, también hay muchas similitudes
(figura 3). Por ejemplo, en el extremo citoplasmico de H3, los grupos carbonilo de lle>%* y Arg3% (Thr355 en p2AR)
tanto en A2aR como en P2AR forman los enlaces de hidrégeno lle3%4-GInH518 y Arg3%5-Argh512 aunque en el
complejo B2AR-Gs GInM518 forma un enlace de hidrogeno adicional con la cadena lateral de Glu®84, que es Ala en
A2aR. En ambos receptores, GIn%8 forma dos enlaces de hidrégeno con la proteina G, pero en B2AR estos son
con GInH516 y ArgHS17 ‘mientras que en A2aR la interaccion con GIn™518 es idéntica pero el segundo enlace de
hidrogeno es con el grupo carbonilo de cadena principal de Aspt®13. En otro ejemplo, Asp™®'3 forma enlaces de
hidrégeno con ambos receptores, pero estos consisten en un puente salino con Lys®7" en p2AR en comparacion
con un Unico enlace de hidrégeno con GIn®7! en A2aR. A partir de estos ejemplos, resulta claro que, aungue muy
pocos contactos son idénticos, la mayoria son similares, difiriendo en las caracteristicas especificas de las
cadenas laterales de aminoacidos implicadas, su conformacién en la superficie de contacto y la naturaleza de la
interaccion.

Cambios conformacionales en AzaR tras la unién de mini-Gs

Las estructuras previamente notificadas de A2aR unido a agonistas estan en una conformacion intermedia
activa’ 13, Esta asignacion se basa en las similitudes de los cambios rotaméricos en el nlcleo del receptor y el
movimiento de las hélices transmembrana que también se observan en las estructuras del estado activo de 2AR
unido a un nanocuerpo® y rodopsina en un estado activo®:1?2. Sin embargo, como el grado de movimiento de H6
en A2aR unido al agonista es menos de la mitad del observado en los demas receptores, no habria suficiente
espacio en la hendidura citoplasmica para acomodar el péptido C-terminal de una proteina G'. La comparacion
del estado intermedio activo de A2aR unido a UK432097'2 con la estructura de A2aR unido a mini-Gs identifico
reordenamientos importantes en la mitad citoplasmica del nucleo del receptor para acomodar la unién de la
proteina G (figura 24) y se describiran en cuanto a los reordenamientos necesarios para la transicién del estado
intermedio activo a la conformacién unida a la proteina G. En primer lugar, el extremo citoplasmico de H6 se
aleja del nucleo del receptor 14 A tal como se mide entre los atomos de Ca de Thr224626. Este movimiento se
logra a través de la flexidon de H6 hacia afuera con una rotacion poco perceptible alrededor del eje de la hélice. El
grado de movimiento de H6 esta determinado por las interacciones de van der Waals entre Lys22752° Ala231633
y Leu235%37 en A2aR y Leu393M525 y el extremo carboxilo-terminal de mini-Gs. El movimiento de H6 requiere
cambios significativos en el empaquetamiento del extremo citoplasmico de H6 con las hélices H5 y H7. En
particular, las cadenas laterales de Tyr1975% y Tyr2887-5 altamente conservadas adoptan nuevos rotameros
para rellenar el espacio previamente ocupado por las cadenas laterales de Leu235%37 (cuyo Co. se mueve 3,7 A)
e 116238840 (cuyo Ca se mueve 2,2 A), respectivamente. El cambio en Tyr2887-5% permite que Arg1023% del
motivo DRY conservado adopte una conformacion completamente extendida, empaquetandose contra la cadena
lateral de Tyr3911523 en la hélice o5 de mini-Gs.

A diferencia de los considerables reordenamientos de la mitad citoplasmica del receptor para permitir la union de
mini-Gs, no hay cambios significativos en la mitad extracelular del receptor cuando se compara la estructura de
A2aR unido a NECA-mini-Gs con la de A2aR unido a NECA (figura 24). Por tanto, la disposicién del bolsillo de
unién de ligando descrito en el estado intermedio activo si describe el estado de alta afinidad de A2aR unido a
NECA. Sin embargo, es evidente que las estructuras no son informativas de ningun cambio potencial en la
dinamica dentro del receptor que también podria contribuir al cambio en la afinidad del ligando.

CONCLUSIONES

A2aR es el primer GPCR en el que se han definido estructuralmente tanto una conformacion intermedia activa
como una completamente activa. Sin embargo, la estructura del receptor de neurotensina unido al péptido
agonista neurotensina®4110-14 muestra caracteristicas muy similares a A2aR unido a adenosina y, por tanto,
probablemente también representa un estado intermedio activo'?®'?*. Recientemente, basandose en extensos
datos de EPR, se ha propuesto que (2AR también existe en dos estados distintos en la conformacién activa,
aungue aun no se ha dilucidado la estructura del segundo estado''®. Sin embargo, resulta claro a partir de este
trabajo que puede haber conformaciones distintas con o sin proteina G unida que se encuentran en la ruta de
activacion de los receptores unidos a agonistas. Dada la naturaleza altamente conservada del mecanismo de
activacion de GPCR, es probable que el intermedio activo de A2aR pueda representar un intermedio comun para
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muchos GPCR de clase A, aunque puede existir sélo transitoriamente dependiendo del panorama energético del
receptor.

Las similitudes y diferencias entre las superficies de contacto de la proteina G de PB2AR y A2aR son una
consecuencia de las diferentes secuencias de aminoacidos de los receptores y dan como resultado una posicién
y orientacién ligeramente diferentes de la proteina G con respecto al receptor. Por tanto, es de esperar que Gs
también interaccione de manera ligeramente diferente con otros receptores acoplados a Gs y que otras proteinas
G, tales como Giy Ggq, también muestren diferencias en los detalles de sus interacciones con los receptores,
debido tanto a las diferentes secuencias de aminoacidos como a la naturaleza flexible tanto de los receptores
como de las proteinas G. Por tanto, la naturaleza relativamente “suelta” de la superficie de contacto de union de
proteina G puede permitir variaciones significativas en la orientacion de la proteina G. Sin embargo, una de las
bellezas del mecanismo conservado de la activacion de proteinas G por GPCR'% es que, siempre que la hélice
o5 se aleje del bolsillo de unién de nucledtido, provocando la transicion de orden a desorden de a1y la liberacién
del nucleotido, el modo exacto de interaccién con el receptor es en gran medida superfluo.

METODOS Y MATERIALES

Expresion y purificacion. Se expresd mini-Gs (constructo 414) en E. coli y se purificé mediante cromatografia de
afinidad por metal inmovilizado (IMAC) y cromatografia de filtracién en gel (véanse los métodos adicionales). Se
expresé A2aR humano de tipo natural (residuos 1-308), que contenia la mutacidon N154A para eliminar un posible
sitio de glicosilacion unida a N, en células de insecto usando el sistema de expresion en baculovirus. Se purifico
A2aR en presencia del agonista NECA, en detergente n-decil-p-D-maltopirandsido (DM) mediante IMAC y
cromatografia de filtracion en gel (véanse los métodos adicionales).

Complejacion y cristalizaciéon. Se mezclé A2aR purificado unido al agonista (en DM) con un exceso molar de
1,2 veces de mini-Gs, se afiadio apirasa y se incub6 la muestra durante la noche sobre hielo. Se intercambio el
complejo en detergente n-octil-p-D-tioglucopiranésido (OTG), se purificd por filtracion en gel y se cristalizd por
difusion en fase de vapor (véanse los métodos adicionales).

Recopilacién de datos, resolucién de estructura y refinamiento. Los datos de difraccién se recopilaron de dos
cristales enfriados criogénicamente (100 K), usando modos de recopilacion convencionales o helicoidales, en la
linea de haz ID23-2 (Instalacion Europea de Radiacion Sincrotron). La estructura se resolvié mediante reemplazo
molecular usando A2aR termoestabilizado (c6digo de PDB 2YDV) y el dominio GTPasa de Gas del complejo
B2AR-Gs (3SNB) como modelos de busqueda (véanse los métodos adicionales).

METODOS ADICIONALES

Expresion y purificacion de mini-Gs. Se expres6 mini-Gs414, que incorporaba una etiqueta de histidina N-terminal
(His10) y un sitio de escisién de proteasa TEV, en la cepa BL21(DE3)RIL de E. coli. La expresion se indujo con
IPTG (50 pM) durante 20 h a 25 °C. Las células se recogieron por centrifugacién y se lisaron por sonicacién en
tampén de lisis (HEPES 40 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, glicerol al 10 %, imidazol 10 mM, MgCl2 5 mM, GDP
50 uM, PMSF 1 mM, pepstatina-A 2,5 pM, leupeptina 10 pM, ADNasa | 50 pg/ml, lisozima 100 pg/ml, DTT
100 uM), complementado con inhibidores de proteasa Complete™ (Roche). El lisado se clarifico por
centrifugacion y se cargd en una columna Ni?* Sepharose FF de 10 ml. La columna se lavé con tampon de
lavado (HEPES 20 mM pH 7,5, NaCl 500 mM, 40 imidazol mM, glicerol al 10 %, MgCl2 1 mM, GDP 50 pM) y se
eluyd con tampdn de elucion (HEPES 20 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, imidazol 500 mM, glicerol al 10 %, MgCl2
1 mM, GDP 50 pM). Se afiadio proteasa TEV y se dializ6 la muestra durante la noche frente a tampdn de diélisis
(HEPES 20 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, glicerol al 10 %, MgCl2> 1 mM, GDP 10 puM). Se eliminé la proteasa TEV
mediante purificacién negativa en resina Ni**-NTA (Qiagen). La muestra se concentré hasta 1,5 ml y se cargo en
una columna de filtracién en gel Superdex-200 26/600, equilibrada con tampén de filtracién en gel (HEPES
10 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, glicerol al 10 %, MgCl2 1 mM, GDP 1 puM, TCEP 0,1 mM). Se agruparon las
fracciones de pico y se concentraron hasta 100 mg/ml. La proteina pura se dividié en alicuotas, se ultracongelé
en nitrégeno liquido y se almacend a -80 °C. Un rendimiento tipico fue de 100 mg de mini-Gs414 pura por litro de
cultivo.

Expresion y purificacion de A2aR de adenosina. Se modificd A2aR de adenosina humano de tipo natural (residuos
1-308) para contener una etiqueta de histidina C-terminal (His1o) y un sitio de escisién de proteasa TEV. Se
introdujo la mutacién N154A para eliminar un posible sitio de glicosilacién unida a N. Se prepararon baculovirus
usando el sistema flashBAC ULTRA (Oxford Expression Technologies). Se cultivaron células de Trichopulsia ni
en medio ESF921 (Expression Systems) a una densidad de 3x108 células/ml, se infectaron con baculovirus de
A2aR y se incubaron durante 72 h. Se recogieron las células y se prepararon las membranas mediante dos
etapas de ultracentrifugacién en tampén de membrana (HEPES 20 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM).

Se afladieron NECA (100 pM), NaCl (300 mM), PMSF (1 mM) e inhibidores de proteasa Complete™ (Roche) a
las membranas, y se mezclé la muestra durante 30 min a temperatura ambiente. Se solubilizaron las membranas
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con n-decil-B-D-maltopirandsido (DM) al 2 % sobre hielo durante 1 h. La muestra se clarificé por
ultracentrifugacién y se cargd en una columna de Ni-NTA de 5 ml (Qiagen). La columna se lavé con tampén de
lavado (HEPES 20 mM pH 7,5, NaCl 500 mM, glicerol al 10 %, imidazol 80 mM, NECA 100 uM, DM al 0,15 %) y
se eluyé con tampon de elucion (HEPES 20 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, glicerol al 10 %, imidazol 300 mM, NECA
100 pM, DM al 0,15 %). El eluato se concentrd usando una unidad Amicon de 50 kDa de corte (Millipore) y se
intercambid en un tampon de desalinizacién (HEPES 10 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, glicerol al 10 %, NECA 100
pM, DM al 0,15 %) usando una columna PD10 (GE Healthcare). Se afiadié la proteasa TEV, y se incubd la
muestra sobre hielo durante la noche. La muestra se concentrdé hasta 0,2 ml y se cargd en una columna
Superdex 200 (GE Healthcare). Se agruparon las fracciones de pico y se concentraron hasta aproximadamente
20 mg/ml. Un rendimiento tipico fue de 2 mg de A2aR puro por litro de cultivo.

Complejacion y cristalizacién. Se mezcld A2aR purificado con un exceso molar de 1,2 veces de mini-Gs414. Se
afiadieron MgCl2 (1 mM) y apirasa (0,1 U), y se incubd la mezcla sobre hielo durante la noche. La muestra se
diluyé 10 veces en tampdn de filtracion en gel (HEPES 10 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, NECA 100 pM, n-octil-B-D-
tioglucopiranésido (OTG) al 0,35 %), se concentré hasta 0,2 ml, y se cargd en una columna Superdex 200
(previamente equilibrada en el mismo tampén). Se agruparon las fracciones de pico, que contenian el complejo
A2aR-mini-Gs, y se concentraron hasta 20 mg/ml. El complejo A2aR-mini-Gs se cristalizé por difusion en fase de
vapor en OTG en presencia o ausencia de hemisuccinato de colesterol (CHS). Las placas de cristalizacion se
ajustaron a 4 °C usando gotas de sedimentacién de 120 nl. Los cristales usados para la resolucién estructural se
hicieron crecer en dos condiciones: NaOAc 0,1 M pH 5,5, PEG 2000 al 10 % (en presencia de CHS); o NaOAc
0,1 M pH 5,7, PEG 2000 MME al 9,5 % (en ausencia de CHS). Los cristales se protegieron criogénicamente en
aguas madre complementadas con PEG 400 al 30 % y se ultracongelaron en nitrogeno liquido.

Recopilacién, procesamiento y refinamiento de datos. Los datos de difraccidn se recopilaron en la Instalacion
Europea de Radiacién Sincrotron en la linea de haz ID23-2 con un detector Pilatus 2M, usando un haz de
microfoco de 10 pm (longitud de onda de 0,8729 A). Los datos se recopilaron usando modos de recopilacién
convencionales o helicoidales. Se usaron datos de dos cristales para la resolucién estructural. Los datos se
procesaron usando MOSFLM'%* y AIMLESS'%5. La estructura se resolvié mediante reemplazo molecular con
PHASER'% usando las estructuras de A2aR termoestabilizado (codigo de PDB 2YDV)'? y del dominio GTPasa
de Gas (residuos 40-59 y 205-394) del complejo P2AR-Gs (codigo de PDB 3SN6)'% como modelos de blsqueda.
El refinamiento y la reconstruccion del modelo se realizaron usando REFMAC'®y COOT'°,

Ensayo de unidn competitiva. Se resuspendieron células FreeStyle HEK293-F que expresan transitoriamente
AoaR de tipo natural en tampén de ensayo A (HEPES 25 mM, pH 7,5, KCI 100 mM, MgCl2> 1 mM), tampén de
ensayo B (HEPES 25 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, MgCl2 1 mM) o tampén de ensayo C (HEPES 25 mM, pH 7,5,
NaCl 500 mM, MgClz 1 mM), y se lisaron mediante 10 pases a través de una aguja de 26 G. Se intercambié el
tampén de las parejas de unidn purificadas por el tampoén correspondiente antes de afiadirse a las membranas a
una concentracion final de 25 pM. La mezcla se dividié en alicuotas y se le afiadié NECA (concentracion final de
0 a 1 mM, preparada en tampones de ensayo que contenian apirasa 1 U/ml). Se incubaron las muestras durante
90 min a 22 °C, se les afiadid 3H-ZM241385 a su Ky aparente (2,5 nM), y se incubaron las muestras durante
90 min adicionales a 22 °C. Se determiné la unién inespecifica en presencia de ZM241385 100 uM. Se separaron
el radioligando unido al receptor y el radioligando libre mediante filtracién a través de placas de filtro GF/B de
96 pocillos (previamente remojadas con polietilenimina al 0,1 %) y se lavaron 3 veces con el tampdn apropiado.
Se secaron las placas y se cuantificd la radiactividad mediante recuento de centelleo de liquidos usando Tri-Carb
2910 TR (Perkin Elmer). Los datos se analizaron mediante regresién no lineal usando el software GraphPad
Prism. La Kj para la unién de NECA se derivé del analisis de K; de ajuste de un solo sitio. Los datos de al menos
tres experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado, se analizaron usando una prueba de la t
bilateral para datos independientes para determinar la significacion estadistica.

Ensayo de termoestabilidad. Se resuspendieron las membranas de células de Trichopuisia ni que expresan A2aR
humano de tipo natural en tampén 7, (HEPES 25 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, MgCl2 1 mM) y se homogeneizaron
mediante 10 pases a través de una aguja de calibre 26. Se afiadié la pareja de unidn a una concentracién final
de 25 uM. Se mezclaron 3H-NECA y NECA sin marcar en una razon de 1:5 y se afiadieron a las membranas para
dar una concentracién final de 1 uM (aproximadamente 10 veces por encima de la Kq aparente). Las muestras se
incubaron a temperatura ambiente durante 1 h, y luego se enfriaron sobre hielo durante 30 min. Se afiadié DDM,
DM u OG a una concentracién final del 0,1 %, del 0,13 % o del 0,8 %, respectivamente, y se incubaron las
muestras sobre hielo durante 1 h. Se eliminé el residuo celular mediante centrifugacién durante 5 min a
20.000 xg y se dividid en alicuotas el sobrenadante en tiras de PCR. Las muestras se calentaron hasta la
temperatura deseada durante exactamente 30 min, y luego se extinguieron sobre hielo durante 30 min. Las
muestras (50 ul) se cargaron en resina de filtracion en gel empaquetada en una placa de filtro de 96 pocillos
(Millipore), que se centrifugd para separar el radioligando unido al receptor a partir del radioligando libre. La unién
inespecifica se determiné en presencia de NECA sin marcar 200 uM. La radiactividad se cuantificé mediante
recuento de centelleo de liquidos usando un contador de centelleo MicroBeta TriLux (Perkin Elmer). Los datos se
analizaron mediante regresién no lineal usando el software GraphPad Prism. Los valores T, aparente se
derivaron del analisis dosis-respuesta sigmoideo. Los resultados representan la media £+ EEM de dos
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experimentos independientes, realizados por duplicado.

Constructo ﬁglsei&gggdos Mutaciones Dtras modiﬁcaciones
BAR-WT 1-32 C118L Etiqueta 6 His {extremo
4544873 C-terminal)
frAR-84 1-32 M40C Fusién MBP
a4d-ar RSOV (extremo N-terminal)
388-483 L16aC Etiqueta 6 His (extremo
4180 C-terminal)
D32K
F3274
C358A
F3a88m

5 Tabla 1. Constructos B1AR de pavo usados durante este trabajo. El constructo B1AR-WT contenia truncamientos
N-terminales y C-terminales y la mutacion C116L. Estas modificaciones se disefiaron para impedir la glicosilacion
0 mejorar la expresion'. El constructo p1AR-84 contenia una delecion adicional del bucle citoplasmico tres.
Mutaciones termoestabilizadoras (M90V, D322K, F327A y F388M)23. Un enlace disulfuro entre las hélices
transmembrana 1 y 2, facilitado por las mutaciones M40C y L103C. La mutaciéon C358A, disefiada para impedir

10  la palmitoilacion. Una fusion MBP N-terminal, disefiada para facilitar la cristalizacion.
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Gilys

Glye

(interruptor

GGSGESGG

(interruptor

GGSGGEGH

(interruptor

GGSGGIGE

(interruptor

L1g97 A
L2008
Minguna

G480
E50N
AZ49D
§252D
L2720
G490

AZ4SD
82820
L&yl
13724
VB7S
(3480
AZ490
S2820

Tabla 2. Constructos de mini Gs parentales usados durante este trabajo.
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Ligador GaAH Mutaciones Otras modificaciones

Etigueta 6 His Mterminal

Etiqueta 6 His Mterminal

Etigueta & His Mterminal

Etigueta & His MNterminal
Sitio de proteasa TEY

Etiqueta 6 His Mterminal
Sitio de proteasa TEW

Etigueta & His Mterminal
Sitio de proteasa TEY

Etiqueta 6 His Mterminal
Sitio de proteasa TEWY
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Pareja Mutacidn Cédige  Tm de complejo Tm basal de
de unidn de CGN®  [5 AR-WT en Mini Gs (°C)
DION (°0)
Minguna mak n.a. 258 LG8 (=8 I
MbED 0 nAa. 320 4 0.0 w3 13
S8 - NBE  na nA. 358 0.1 {3y 1.4
) n.a. f.." 507 LD (=)
ST4B0 508 O (=)
Ming Sgiss AZ4DD-SHY 288 (=) B85 1 4.0 f=dd
Mir 3818 AZSBU-83320-5 SRS LOE =T 887 L 4.0 (=3
Mirtt Gaes 288 {h=ty B Q00
Mir Garar  i34ABL-DE0NSS420-S2530-8H1 BV L2 {4} T25 £ 30 =8}
L7200
Mire Gsqme® GABL-EHMG-AREID-E2520-Bi- 282 £ 802 {h=1T) FRE 0.0 (=R
LETZD
Mind GBsese MBDA GRsHLE 3.5 £ 0.5 {n=8) FO.3 £ 0.0 (=3}
Mini 3gasn LE3Y TOT & 0.0 (=3)
Mir Gsgen 13TIA BEA DT (=l
Ming Gowe V3ITH FO.3 1 0.0 =3
Mird Ggase  LEIY-I3TER 84.7 £ 0.1 [n=3)
Mirk Ggass  I3FIA-VATSI &0 =1} 854 101 (=)

Tabla 3. Datos del ensayo de union competitiva que muestran la K; de isoprenalina de 31AR-84 en respuesta a
diferentes parejas de union. Los datos provienen de un Unico experimento realizado por duplicado a menos que
se indique lo contrario en la tabla;, en estos casos, los datos representan la media + EEM del numero de
experimentos independientes (n) indicado. El efecto de las mutaciones sobre el nivel de expresién de mini Gs se
estimé a partir de geles de SDS-PAGE. Los mutantes que provocaron un cambio de mas del doble en la
expresion en comparacién con el constructo parental se muestran simplemente como aumento (+) o disminucién
(-). @ Sistema de numeracion de Go comun (CGN). ® No aplicable. ° No determinado. ¢ Sustitucion de los residuos
227-230 del interruptor Il por dos residuos de glicina. © Delecion de los residuos 254-263 del interruptor Il1.
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Pareja Mutacién Codigo  Ki de [, AR-isoprenalina (nM)
de unidn de CGN? 4o apec

Minguna mal T, 080 £ 181 = 2818 1 273 in=18)
Nh&D 1.8 4 frgf 28 21 (=3
Ga A2, na L B0 s 2TV L 58 ()
Ga ~ MB35 A, na. rd, 18 & 4 (=)
Rdine 3577 Farana i, 28 112 {n=4) {887 £ 228 =y
AN Sk a1l 32 I

Mint G&ne Hey B A3

Mirt G- Ad8L 174

i $3%s 30 G480 5 288

Rin: Gs44s ES50N Geins 37 e

Mirt: Ggoas PR RIERER LY 1475

Rire 3%as Q37330 su® 2QFeswz 2y 23

Rdlin: Gsavs BI04 &1 545

hird Gasg A4 18 358

M 3504 AZ4EE 0 358

Rlire Ggqav SEH20 14 84

Mirt Gnaas R2528 a8 RERS

RAiret $3%-03 25426832 del® g 20

K Gsas L2720 7 310

Efecto sobre
la expresidn
A,
1.4
1.4
A,

3.9

Tabla 4. Mediciones de termoestabilidad (7m) para complejos B1AR-WT o mutantes mini Gs en el estado unido a
GDP basal. Los valores de Tn representan la media + EEM del numero de experimentos independientes (n)
indicados en la tabla. Algunos valores de Tm se determinaron a partir de un Unico experimento realizado por
duplicado, con un error supuesto de + 0,5°C. Los valores de Tm, para mini Gs en el estado unido a GDP se
determinaron mediante fluorimetria de barrido diferencial. @ Sistema de numeracién de Ga comun (CGN). * No

aplicable. ¢ No determinado. ¢ La delecion de los residuos 254-263 del interruptor Il se denomina SllI. ©

Mini

Gs199 contiene las mismas mutaciones que mini Gs+ss, pero tiene una regién de ligador redisefiada (véase la
tabla 2), y se us6é como constructo parental para la deteccién de mutaciones estabilizadoras en el detergente.
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Modificacidn/mutacion

Constructo parental
WEBL { N218K

VIS0 ¢ N2ZTEK S T404
V3IBD  NZ18K § T4GD
YITD

YITR { R42D

41

B TL

RS RE:

H41Y

A480

G480

ESON

3480 7 ES0N

B54N

Rigsk

Rigel

RZOTA

F208N

(G284

AQ27-F30 ligador GG
WiZ34A / F2388
CVE

D0G

AZ4HE

AZ480

AZ40E

RERE

ESTOR 71348

Cla0 aproximada de isoprenalina (nhkd)

A 452
136
115

4300
10
42
138
1200
162
4200
2400
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A 200
2100
2100
2400
3200
2000
nd
589
3900
TBG0
Ay
1800
428
1100
364
2100
1800
1800
PFILE
1200
1200
L8
4000
1800
A48
RO
53
582

-
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R3563 229 2800
M35E0 181 3300 =
AZES-282 ¢ ligador G F300 . -
AI54-263 1 36 +,}A
AZ54.763 / Y353P 23 142 A
ASBS-340 7 quimera G 4400 ., -
AJBE-341 fquimera ras 300 ..

Tabla 5. Datos del ensayo de cambio de agonista para mutantes de dominio GTPasa. Los ensayos se realizaron
usando membranas que contenian B1AR reconstituido con mutantes de dominio GTPasa parcialmente
purificados (cantidad total purificada a partir de 1 litro de cultivo de E. cofi). Los ensayos se realizarona 4y 20 °C
para cada mutante. La tabla muestra la afinidad final del receptor por isoprenalina en cada condicion. La afinidad
inicial del receptor por isoprenalina fue de 3,03 + 0,81 uM (n=16), con valores en el intervalo de 1,5-4,4 uM. Por
tanto, un cambio de la afinidad del agonista menor de tres veces no puede considerarse significativo. La
cuantificacion de los niveles de expresién no fue posible debido al uso de material parcialmente purificado. Por
tanto, se usé una escala simplificada para indicar el nivel de expresién relativa en comparacion con el constructo
parental. Nota: algunos mutantes que no indujeron un cambio de la afinidad del agonista a 4 °C no se sometieron
a prueba a 20 °C (indicados mediante n.d. en la tabla).

Recopilacién de datos
Grupo espacial P 212124
Dimensiones de la celda a, b, ¢ (A) 90,6, 111,8, 1613
Resolucion (A) 40,3-3,4 (3,49-3,40)
Riusién 0,173 (0,747)
I/sl 3612
Completitud (%) 90,6 (78,5)
Redundancia 2,624
Refinamiento
Resolucién (A) 40,3-3,4
N.° de reflexiones 19788
Rtrabajo/RIibre (%) 28,4/31 ,5
N.° de atomos 7359
Proteina 7248
Ligando/detergente/nucledtido 44/40/27
Agua 0
Factores B (A?)
Proteina 79,9
Ligando/detergente/nucledtido 67,9/98,6/69 0
R.M.S.D.
Longitudes de enlace (A) 0,008
Angulos de enlace (%) 1,15

Tabla 6. Parametros estadisticos de la recopilacién y el refinamiento de datos
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Ejemplo 5: Mini-proteinas G adicionales

RESUMEN

La primera mini-proteina G desarrollada fue mini-Gs. En este caso, se amplié la familia de mini-proteinas G para
incluir mini-Gor, mini-Gi1, mini-Go1 y las quimeras mini-Gsiq Y mini-Gsi. Se mostrdé que las mini-proteinas G se
acoplan a GPCR relevantes y forman complejos estables con receptores purificados que podrian purificarse
mediante cromatografia de exclusién molecular. Los GPCR unidos a agonista acoplados a una mini-proteina G
mostraron una mayor estabilidad térmica en comparacién con el receptor unido a agonista solo. La fusién de
GFP en el extremo N-terminal de las mini-proteinas G permitié monitorizar el acoplamiento del receptor mediante
cromatografia de exclusion molecular con deteccidén de fluorescencia (FSEC) y, en un ensayo independiente, se
determind la afinidad de la unién de mini-proteina G a receptores solubilizados en detergente. Este trabajo
proporciona la base para el desarrollo de cualquier mini-proteina G y, en Ultima instancia, para la determinacion
estructural de cualquier GPCR en un estado completamente activo.

INTRODUCCION

El concepto de mini-proteinas G muestra un gran potencial para acelerar la tasa de determinacion estructural de
los GPCR en sus estados activos. Sin embargo, hay cuatro familias de subunidades Gu (figura 28; Gas, Goi, Gog
y Gouz) que muestran especificidades diferentes para diversos GPCR [24]. Por tanto, para que sean
verdaderamente Utiles como herramientas en biologia estructural, al menos un miembro de cada familia debe
convertirse en una mini-proteina G. En este caso se notifica el desarrollo de mini-proteinas G para todas las
principales familias de Ga. También se describen cinco ensayos diferentes que pueden usarse para caracterizar
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la unién de las mini-proteinas G a GPCR y se muestra en tres casos que los complejos pueden purificarse
mediante cromatografia de exclusién molecular. Las dos metodologias diferentes para generar las mini-proteinas
G pueden aplicarse facilmente a cualquier otra subunidad Gu, abriendo la puerta a estudios sobre
potencialmente cualquier GPCR de cualquier especie.

MATERIALES Y METODOS

Ligandos

El agonista del receptor B1-adrenérgico (B1AR) clorhidrato de isoproterenol y el agonista inverso clorhidrato de
ICI118551 procedian de Sigma-Aldrich. El agonista del receptor de adenosina A2a (A2aR) NECA y el antagonista
ZM241385 también procedian de Sigma Aldrich. El agonista del receptor de serotonina 5HT+g (5HT1eR),
clorhidrato de donitriptan y el antagonista selectivo clorhidrato de SB224289 procedian de Santa Cruz
Biotechnology; el agonista succinato de sumatriptan procedia de Cayman Chemical. El agonista del receptor de
angiotensina Il (AT4R) angiotensina Il procedia de Tocris. Todos los ligandos radiactivos procedian de Perkin
Elmer.

Constructos de GPCR, expresién y purificacién

Receptor de adenosina Aza (A2aR) humano

Durante este trabajo se usaron dos constructos de A2aR diferentes. Para los experimentos de SEC que usan un
receptor purificado, se us6 un constructo de A2aR que contenia una proteina de fusién de tiorredoxina N-terminal
para aumentar el peso molecular del receptor. Sin esta proteina de fusién, A2aR y la mini-proteina G tenian una
movilidad idéntica en SDS-PAGE, lo que dificultaba la visualizacidon de los componentes independientes al
analizar un complejo. La proteina de fusién tiorredoxina-A2aR consistia en una secuencia lider escindible
N-terminal (gp67), una etiqueta His10 y un sitio de escision de proteasa TEV, seguido de tiorredoxina, que
estaba conectada a A2aR humano de tipo natural (residuos 6-316) a través de un ligador EAAAKA. A2aR contenia
la mutacion N154A para eliminar un posible sitio de glicosilacién ligada a N. Para todos los demas experimentos,
se usd un constructo de A2aR humano truncado en el extremo C-terminal (residuos 1-317), que contenia una
etiqueta His10 C-terminal y un sitio de escisién de proteasa TEV y la mutacion N154A para eliminar el posible
sitio de glicosilacién ligada a N. Ambos constructos se expresaron usando el sistema de expresién en baculovirus
tal como se describié previamente [9] (véase el ejemplo 4). Las células se recogieron por centrifugacion 72 horas
después de la infeccién, se resuspendieron en un tampén hipoténico (HEPES 20 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, PMSF
1 mM), se ultracongelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su uso. La purificacion del
receptor se realizé6 en DDM usando cromatografia de afinidad por Ni2* seguida de SEC esencialmente tal como
se describié previamente [19].

Receptor B1-adrenérgico (B1AR) de pavo

Una version truncada de 41AR de pavo de tipo natural (constructo BARG; [25]) contenia truncamientos en el
extremo N-terminal y el extremo C-terminal y una etiqueta His6 C-terminal para la purificacion [25], y se expreso
usando el sistema de expresion en baculovirus a 27 °C tal como se describid previamente [26]. Las células se
recogieron por centrifugacién 48 horas después de la infeccion, se resuspendieron en un tampén hipoténico
(Tris-HCI 20 mM pH 8, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM), se ultracongelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a
-80 °C hasta su uso.

Receptor de angiotensina Il de tipo 1 (AT1R) humano

AT1R de tipo natural (residuos 1-359) tenia un sitio de escision de factor X C-terminal seguido de GFP y una
etiqueta His10 para la purificacién, y se expresd usando el sistema de expresién de mamifero inducible por
tetraciclina como una linea celular estable en células HEK293 [27]. Las células se hicieron crecer en DMEM que
contenia FBS libre de tetraciclina al 5 % hasta que alcanzaron una confluencia del 80 % y luego se afadio
tetraciclina hasta una concentracién final de 1 pg/ml. Las células se hicieron crecer durante 24 horas y luego se
recogieron, y se resuspendieron en PBS, se ultracongelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80 °C
hasta su uso.

Receptor de neurotensina (NTSR1) de rata

NTSR1 se expreso tal como se describio previamente [13]. El constructo de baculovirus NTSR1 consistia en el
péptido sefial de hemaglutinina y la etiqueta Flag, seguido de NTSR1 de rata de tipo natural (residuos 43-396) y
una etiqueta His10 C-terminal. El baculovirus recombinante se generé usando un plasmido de transferencia
pFastBac1 modificado (Invitrogen). Las células de Trichoplusia ni se infectaron con el virus recombinante, y la
temperatura se redujo desde 27 °C hasta 21 °C. Las células se recogieron por centrifugacién 48 horas después
de la infeccién, se resuspendieron en un tampén hipotdénico (HEPES 10 mM pH 7,5, MgCl2 10 mM, KCI 20 mM),

75



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2998 019 T3

se ultracongelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Receptor de serotonina 5HT1s (5HT1eR) humano

5HT 48R de tipo natural (residuos 34-390) se modifico para contener un sitio de escision de TEV C-terminal y una
etiqueta His10, se clond en el plasmido pBacPAKS8 y se prepararon baculovirus recombinantes usando el sistema
FlashBAC ULTRA (Oxford Expression Technologies). Las células de Trichoplusia ni se hicieron crecer en medio
ESF921 (Expression Systems) a una densidad de 3x10°8 células/ml, se infectaron con baculovirus de 5HT1sR y se
incubaron durante 48 h a 27 °C para su expresién. La purificacion del receptor se realizé o bien en DDM o bien
en LMNG usando cromatografia de afinidad por Ni2* seguida de SEC.

Expresién, purificacién y estabilidad de las subunidades de proteina G

Para los constructos, véanse las figuras 29 y 35-37. Las mediciones de expresién, purificacién y estabilidad
mediante fluorimetria diferencial de barrido (DSF) de las mini-proteinas G, asi como del dimero Gp1y2 no lipidado,
se realizaron siguiendo los protocolos descritos en el ejemplo 1. También se determiné la estabilidad de las mini-
proteinas G en detergente usando DSF nativo (NanoTemper Prometheus). Las mini-proteinas G (2 mg/ml) en
HEPES 50 mM pH 7,5 (KOH), MgCl2 20 mM, NaCl 50 mM, GDP 1 uM se mezclaron sin detergente (control), con
LMNG al 0,1% o con DDM al 0,1 %. Las muestras se incubaron sobre hielo (minimo 30 min) antes del
calentamiento en Prometheus (20 % de excitacién, 15 °C-85 °C, velocidad de 2,0 °C/min) y se determind el inicio
de la dispersién.

SEC del complejo A2aR-mini-Gs

El constructo de fusidn de tiorredoxina de AxaR se purificé en DDM, se afiadié mini-proteina G en exceso en una
razén molar de 1:1,2, se incubé durante la noche sobre hielo y luego se cargd en una columna de exclusion
molecular Superdex S200 10/300 (HEPES 10 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, MgClz> 1 mM, NECA 100 puM, DDM al
0,02 %; 4 °C, 0,5 ml/min). Las fracciones de picos se analizaron mediante SDS-PAGE.

Ensayos de FSEC
1) AcaR

Se solubilizaron membranas de células de insecto que contenian un total de 20 ng (560 pmol) de A2aR de tipo
natural (20x10° células) durante 30 min sobre hielo en HEPES 40 mM pH 7,5, NaCl 500 mM, MgCl> 2 mM,
apirasa 2 U/ml (Sigma-Aldrich) y DDM al 0,5 % (v/v) en un volumen final de 2 ml. El material insoluble se elimino
por ultracentrifugacién (30 min, 4°C, 135.000 xg). El sobrenadante se dividié en alicuotas para el ensayo
posterior. A 500 pl del sobrenadante se les afiadié el agonista NECA o el agonista inverso ZM241385 (control
negativo), ambos a una concentracion final de 60 pM. Luego se afiadié GFP-mini-Gs (6 pg; 110 pmol) y se
permitié la unién durante 90 min sobre hielo antes de cargar 200 pl en una columna de exclusiéon molecular
Superdex S200 10/300 (tampdén HEPES 20 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, MgCl2 10 mM, NECA o ZM241385 1 uM,
DDM al 0,03 %, 4 °C, velocidad de flujo de 0,45 ml/min). La muestra de control contenia sélo 6 pg de GFP-mini-
Gs en 500 pl de tampdn de ensayo. La fluorescencia de GFP se detecté mediante un fluorémetro Hitachi (mV)
ajustado a una excitacion de 488 nm y una emision de 525 nm.

2) B1AR

Se solubilizaron membranas de células de insecto que contenian un total de 8 pg (178 pmol) de B1AR de tipo
natural (30x108 células) durante 30 min sobre hielo en Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 500 mM, MgCl2 5 mM, apirasa
2 U/mly DDM al 0,5 % (v/v). El material insoluble se eliminé por ultracentrifugacién (30 min, 4 °C, 135.000 xg). El
sobrenadante se dividid en alicuotas para el ensayo posterior. Se afiadié isoprenalina (concentracién final de
100 uM) o ICI118551 (concentracién final de 10 pM) a 500 pl del sobrenadante. Luego se afiadid GFP-mini-Gs
(6 ng) y se permitid la union durante 90 min sobre hielo antes de cargar 200 pl en una columna de exclusién
molecular Superdex S200 10/300 (tampén HEPES 20 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, MgCl2 10 mM, isoprenalina o
IC11185511 uM, DDM al 0,03 %, 4 °C, velocidad de flujo de 0,45 ml/min). La muestra de control contenia sélo
6 ng de GFP-mini-Gs en 500 pl de tampén de ensayo.

(3) 5HT+eR

Cuando se usé receptor no purificado solubilizado en detergente, se resuspendieron células de insecto que
expresaban 610 pmol de 5HT1sR (40x10° células) en HEPES 20 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, MgCl2 10 mM hasta
una densidad celular final de 20x10° células/ml y se solubilizaron con DDM al 0,5 % (45 min, 4 °C). El material
insoluble se eliminé por ultracentrifugacién (30 min, 4 °C, 135.000 xg). El sobrenadante se dividio en alicuotas de
900 pl para el ensayo posterior. A GFP-mini-Go1 (5 pg) se le afiadié donitriptan o SB224289, cada uno hasta una
concentracién final de 100 uM, y se permitié la unién durante 90 min sobre hielo antes de cargar 500 pl en una
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columna de exclusidon molecular Superdex S200 10/300. La muestra de control contenia 5 pg de GFP-mini-Go1
en 500 pl de tampdn de ensayo.

En algunos experimentos de FSEC, se usd 5HT+gR purificado. El receptor purificado unido a donitriptan (120 pg;
3 nmol) en LMNG o DDM se incubé durante 90 min sobre hielo con 4 pg (60-80 pmol) de GFP-mini-Gi1, GFP-
mini-Go1 0 GFP-mini-Gs (control negativo) en un volumen final de 450 pl. Luego se cargaron las muestras
(200 pl) en una columna de exclusién molecular Superdex S200 10/300 (tampén HEPES 20 mM pH 7,5, NaCl
100 mM, MgClz 10 mM, tampén DDM al 0,03 % o LMNG 0,001 % 1 uM, 4 °C, velocidad de flujo de 0,45 ml/min).

Ensayo de unién por saturacién fluorescente (FSBA)
1) B1AR

Se solubilizaron membranas preparadas a partir de células de insecto que expresaban B1AR (50x10° células) en
Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 500 mM, imidazol 3 mM, DDM al 0,5 % (1 hora, 4 °C, volumen final de 8 ml). El
material insoluble se elimind por ultracentrifugacion (30 min, 4 °C, 135.000 xg) y el sobrenadante se dividid en
dos alicuotas. Se afiadié el agonista isoprenalina a una muestra (concentracion final de 10 uM) y el agonista
inverso ICI118551 a la otra (concentracion final de 1 uM). Luego, las muestras se dividieron en alicuotas de
200 pl por pocillo en una placa de 96 pocillos recubiertos de Ni2* negros (Pierce; Thermo Fisher). Se permitio la
unién del receptor a través de su etiqueta His durante 1 h sobre hielo. Luego se aspird el sobrenadante y se
afladieron 200 pl de GFP-mini-Gs en concentraciones variables (de 0 a 2,8 pM) y se incubaron durante 90 min
adicionales sobre hielo. Luego se elimind el sobrenadante por aspiracion y se lavé cada pocillo 4 veces con
tampoén A (isoprenalina (agonista) 10 puM, Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 100 mM, MgCl2 1 mM, BSA 1 mg/ml,
imidazol 30 mM, DDM al 0,03 %) o tampén B (ICI1118551 (agonista inverso) 1 uM, Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl
100 mM, MgCl2 1 mM, BSA 1 mg/ml, imidazol 30 mM, DDM al 0,03 %). La elucién del complejo receptor-GFP-
mini-Gs de los lados del pocillo para hacer una disolucion homogénea se realizé con 200 pl de los respectivos
tampones de lavado que contenian imidazol 300 mM. Luego se midio la fluorescencia usando un lector de placas
Pherastar (BMG Labtech, Inc.) con excitacion a 485 nm y emision a 520 nm. Los datos de AF (condicién de
fluorescencia de agonista menos condicion de fluorescencia de antagonista) correspondientes a la unidn
especifica se analizaron mediante regresién no lineal usando GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA) Yy los valores de Kp aparente se derivaron de un analisis de unién especifica de sitio.

(2) A2aR

El ensayo se realizd esencialmente tal como se describié anteriormente para B1AR, pero las condiciones del
tampoén fueron diferentes. Se realizé la solubilizacién de membranas de células de insecto (40x108 células) en
10 ml de Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM y DDM al 0,5%. Después de la
ultracentrifugacién, se afiadid el agonista NECA (concentracién final de 10 pM) a una muestra de sobrenadante y
el agonista inverso ZM241385 (concentracién final de 10 pM) a la otra. Los tampones de lavado para A2aR fueron
tampdn C (NECA 10 puM, Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 100 mM, MgCl2 1 mM, BSA 1 mg/ml, imidazol 50 mM, DDM
al 0,03 %) o tampdn D (ZM241385 10 puM, Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 100 mM, MgCl2 1 mM, BSA 1 mg/ml,
imidazol 50 mM, DDM al 0,03 %).

(3) 5HT+eR

Se solubilizaron células de insecto que expresaban 5HT1sR (50x10° células) con un tampdn que contenia
donitriptan 10 pM, Tris-HCI 20 mM pH 8; NaCl 500 mM; imidazol 10 mM, DDM al 0,5 % (1 h, 4 °C, volumen final
de 6 ml). El material insoluble se elimind por ultracentrifugacion (30 min, 4°C, 135.000 xg) y luego el
sobrenadante se dividio en alicuotas de 200 ul por pocillo en una placa de 96 pocillos recubiertos de Ni?* negros.
Se permitid la unién del receptor a través de su etiqueta His durante 1 h sobre hielo. Luego se aspiré el
sobrenadante y se afiadieron 200 pl de GFP-mini-Go1, GFP-mini-Ggi1 0 GFP-mini-Gs (control negativo) en
concentraciones variables (de desde 0 hasta 5 pM) y se incubaron durante 90 min adicionales sobre hielo. Luego
se elimind el sobrenadante por aspiracion y se lavé cada pocillo 4 veces con tampdn E (donitriptan 1 puM, Tris-
HCI 20 mM pH 8, NaCl 100 mM, MgCl2 1 mM, BSA 1 mg/ml, imidazol 50 mM, DDM al 0,03 %). La elucién se
llevd a cabo con 200 pl de tampén E que contenia imidazol 300 mM. Los datos de AF (condicién de fluorescencia
de Go1 menos condicién de fluorescencia de Gs) correspondientes a la unién especifica se analizaron mediante
regresién no lineal usando GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA) y los valores de Kp
aparente se derivaron de un analisis de union especifica de sitio.

Ensayo de unién competitiva
Se resuspendieron células de insecto que expresaban 5HT+1sR en 1 ml de tampén de ensayo (HEPES 20 mM,

pH 7,5, NaCl 100 mM, MgCl> 1 mM, ascorbato 1 mM, pargilina 20 uM) a una concentracién final de 2x10°
células/ml. Las células se cortaron mediante 10 pases a través de una aguja doblada de 26G. Se diluyd el
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sobrenadante 10 veces en tampén de ensayo y se tomaron alicuotas (900 pl) para cada muestra. Se afiadid
mini-proteina G (100 pl, concentracién final de 25 puM) o tampén (control negativo). La mezcla se dividié en
alicuotas en una placa de PCR de 0,2 ml, 96 nul por pocillo. Se afiadié sumatriptan (12 pl), preparado en un
tampén de ensayo que también contenia apirasa 2 U/ml, a cada pocillo (concentraciones finales en el intervalo
de 100 pM a 1 mM). Se determind la unién inespecifica en presencia de donitriptdn 100 pM. Las muestras se
mezclaron e incubaron a 4 °C durante 2 h. Se afladié [*H]-GR125743 (12 pl) a su concentraciéon de Kp aparente
(10 nM). Las muestras se mezclaron e incubaron a 4 °C durante 2 h antes de la filtracién a través de una placa
de filtro de fibra de vidrio GF/B de 96 pocillos (Merck Millipore) y el lavado con tampén de ensayo helado. Los
filtros se secaron, se perforaron en viales de centelleo y se les afiadieron 4 ml de centelleante Ultima Gold
(Perkin Elmer). La radiactividad se cuantific6 mediante recuento de centelleo (1 min por muestra) usando un
contador Tri-Carb (Perkin Elmer), y los valores de K se determinaron usando GraphPad Prism version 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA).

Ensayo de termoestabilidad
1) AcaR

Se resuspendieron membranas de células de Trichoplusia ni que expresan A2aR humano de tipo natural en
tampdn T, (HEPES 25 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, MgCl2 1 mM) y se homogeneizaron mediante diez pases a
través de una aguja de 26G. Se afiadio la mini-proteina G a una concentracion final de 25 pM. Se mezclaron °H-
NECA y NECA sin marcar en una razén molar de 1:5 y se afladieron a las membranas para obtener una
concentracién final de 1 uM (aproximadamente diez veces superior a la Kp aparente). Las muestras se incubaron
a temperatura ambiente durante 1 h, luego se enfriaron sobre hielo durante 30 min. Se afiadié decilmaltdsido
(DM) hasta una concentracién final del 0,13 %, y se incubaron las muestras sobre hielo durante 1 h. El residuo
celular y el material insoluble se eliminaron por centrifugacién (5 min, 20.000 xg, 4 °C) y el sobrenadante se
dividié en alicuotas (120 pl) en tiras de PCR. Las muestras se calentaron a la temperatura deseada durante
exactamente 30 min, luego se extinguieron sobre hielo durante 30 min. Las muestras (50 pl) se cargaron en
resina de filtracion en gel (Toyopearl HW-40F) empaquetada en una placa de filtro de 96 pocillos (Millipore), que
se centrifugd para separar el radioligando unido al receptor del radioligando libre [28]. Se determind la unidn
inespecifica en presencia de NECA sin marcar 200 pM. La radiactividad se cuantific6 mediante recuento de
centelleo de liquidos usando un contador de centelleo MicroBeta TriLux (Perkin EImer). Los datos se analizaron
mediante regresion no lineal usando el software GraphPad Prism. Los valores de Tm aparente se derivaron del
analisis dosis-respuesta sigmoideo realizado mediante regresién no lineal. Los resultados representan la media £
EEM de dos experimentos independientes, realizados por duplicado.

(2) NTSRA1

Los sedimentos celulares de 10 ml de cultivos de células de insecto se resuspendieron en 1,8 ml de tampdn que
contenia DDM para obtener una composicién de tampdn final de Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, MgCl2
1 mM, DDM al 1 % (p/v). Las muestras se colocaron en un mezclador rotatorio a 4 °C durante 1 hora. El residuo
celular y el material no solubilizado se eliminaron por ultracentrifugacion (152.800 xg, 4 °C, 30 min), y el
sobrenadante que contenia NTSR1 solubilizado en detergente se usé para someter a prueba la estabilidad
térmica en presencia de mini-proteinas G y NTS. Para las curvas de desnaturalizacidon térmica, los
sobrenadantes se diluyeron 6,67 veces en tampén de ensayo (Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, MgCl2
1 mM) que contenia mini-proteina G 22,5 pM y 3H-NTS 10 nM y se incubaron durante 1 hora sobre hielo.
Después de la adicién de apirasa (0,25 unidades/ml, NEB), la muestra se coloco sobre hielo durante 30 min
adicionales. Las muestras (alicuotas de 120 pl) se expusieron a diferentes temperaturas entre 0 °C y 60 °C
durante 30 min y se colocaron sobre hielo. La separacion del complejo receptor-ligando-mini-proteina G a partir
de 3H-NTS libre (100 pl) se logré mediante filtracién en gel asistida por centrifugacién (ensayo de centrifugacion)
usando columnas Bio-Spin 30 Tris (BioRad), equilibradas con tampoén RDB [Tris-HCI 50 mM pH 7,4, EDTA 1 mM,
DDM al 0,1 % (p/v), CHAPS al 0,2% (p/v), CHS al 0,04 % (p/N)], esencialmente tal como se describid
previamente [29]. Las reacciones de control sobre hielo se registraron al inicio y al final de cada experimento de
desnaturalizacion. El porcentaje de actividad restante después de la exposicion al calor se determiné con
respecto al control sin calentamiento. Los datos se analizaron mediante regresion no lineal usando una ecuacion
sigmoidea de Boltzmann en el software Prism (GraphPad).

(3) ATiR

Se resuspendieron células HEK293 que expresaban AT1R de tipo natural en tampdn de ensayo de unidén de
radioligando (HEPES 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, BSA al 0,1 %, bacitracina 40 pg/ml) y se
homogeneizaron mediante sonicacién (pulso de 4 s). Se afiadieron mini-proteina G y apirasa a una
concentracion final de 25 uM y 0,1 unidades/ml, respectivamente. Se afiadieron 25-Ang Il y Ang Il sin marcar a
una concentracién de 0,5 nM y 25 nM, respectivamente (aproximadamente 50 veces el valor de Kp aparente). La
muestra se incubé a temperatura ambiente (20 °C) durante una hora, se enfrié sobre hielo durante 10 minutos y
luego se le afiadid digitonina hasta una concentracidn final del 1 % y se incubé sobre hielo durante una hora. El
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material insoluble se eliminé por centrifugacién (2 min, 20.000 xg, 4 °C). La mezcla de reaccion se dividié en
varias alicuotas de 115 pul y se incubé cada una a diversas temperaturas durante exactamente 30 minutos. Luego
se extinguieron las reacciones sobre hielo durante 5 minutos. Se separé '25-Ang Il unido a AT4R a partir de 129-
Ang Il libre usando una columna de filtraciéon en gel asistida por centrifugacién, esencialmente tal como se
describié previamente [27]. Se determiné la unidn inespecifica usando un exceso de ligando frio de 500 veces.
La radiactividad se midié mediante recuento de centelleo de liquidos. Los datos se analizaron mediante regresién
no lineal usando el software GraphPad Prism y los valores de Tm aparente se derivaron mediante regresion no
lineal de la curva dosis-respuesta sigmoidea.

RESULTADOS Y DISCUSION

Desarrollo inicial de nuevas mini-proteinas G

La proteina G minima recientemente disefiada, mini-Gs [23], comprende sélo el dominio GTPasa de Gua
procedente de Gs y 3 deleciones y 7 mutaciones para termoestabilizarla (figura 29). Se acopld mini-Gs tanto al
receptor pi-adrenérgico (B1AR) como al receptor de adenosina Axa (A2aR), y dio como resultado el mismo
aumento de la afinidad del agonista que el observado para el acoplamiento de Gs heterotrimérica [19, 23 y
ejemplos 1y 4]. Sin embargo, hay 4 familias de subunidades Gu (figura 28) y los GPCR se acoplan a distintas
proteinas G dependiendo de su funcion fisiologica [24]. Por tanto, para proporcionar herramientas para la
determinacién estructural de cualquier GPCR en su estado completamente activo, fue necesario desarrollar
versiones de mini-proteinas G para al menos un miembro de cada una de las demas familias. Todas las
mutaciones y deleciones usadas para crear mini-Gs se encuentran dentro de regiones conservadas de la
subunidad Ga (figura 29). Por tanto, en teoria, estas mutaciones eran potencialmente transferibles a las demas
familias de G, permitiendo la produccién de un panel de mini-proteinas G que pueden acoplarse a cualquier
GPCR.

Se seleccionaron miembros arquetipicos de cada familia de G, e incluyen los siguientes: Gor de la familia de Gs,
Gi1, Go1, Gz ¥y Gt de la familia de Gi, Gq y G1s de la familia de Ggi1, y G412 de la familia de G1213. Las mutaciones
requeridas para convertir Gas en mini-Gs se transfirieron en bloque a las proteinas Go seleccionadas para
producir una versidon de mini-proteina G de cada una (figura 29). Estas mutaciones fueron las siguientes:
(i) delecién de todos los residuos de aminoacido N-terminales de lle/Leut™43: (ii) delecién del dominio a-helicoidal
entre los residuos HH1S212y Thr, tres residuos N-terminales con respecto a 1leS21, y reemplazo por un ligador de
8 residuos de aminoacido; (iii) delecion de 10 residuos de aminoacido del interruptor Il entre TyrS#34 y
Asn/SerS*H315: (jy) mutacion de 7 residuos a D49S™H1.3 N5QSIH14 D249S47 D252S4H33  D272H38  AZ72H54
137557, Los numeros de residuo son para Gas y los superindices se refieren al sistema CGN para comparar
residuos en proteinas G [6]. La caracterizacion inicial de cada mini-proteina G se realiz6é evaluando la expresion
en Escherichia coli y la purificacion mediante cromatografia de afinidad por Ni?* y cromatografia de exclusion
molecular (SEC). Cuatro de las ocho mini-proteinas G modificadas por ingenieria (mini-Gorr, mini-Gir, mini-Go1 y
mini-G12) cumplieron estos criterios iniciales, es decir, todas eran lo suficientemente estables en su conformacién
basal como para permitir una expresion y una purificacién de alto rendimiento. El rendimiento de la mini-proteina
G purificada por litro de cultivo y su estabilidad tal como se mide mediante fluorimetria diferencial de barrido
(entre paréntesis) son los siguientes: mini-Gs, 100 mg/l (65 °C); mini-Gor, 80 mg/l (65 °C); mini-Go1, 100 mg/l
(64 °C); mini-G12, 25 mg/l (73 °C). La peor expresada de las cuatro nuevas mini-proteina G fue mini-Gi, por lo
que se incorpord una mutacion G217D adicional y se acortd el truncamiento en el extremo N-terminal, lo que
aumento el rendimiento de la proteina pura hasta 12 mg/l, aunque la estabilidad era sélo de 48 °C. Por tanto,
mini-Gorr, mini Gir, mini-Go1 ¥ mini-G12 tenian todas ellas una estabilidad suficiente para usarse para someter a
prueba su capacidad para acoplarse a GPCR relevantes. Las secuencias de aminoacidos de las mini-proteinas
G se muestran en la figura 35.

Cuatro mini-proteinas G no se expresaron en E. cofi, concretamente mini-Gz, mini-Gt, mini-G1e y mini-Gq (las
secuencias de aminoacidos se proporcionan en la figura 36). El fracaso de la transferencia en bloque de las
deleciones y mutaciones a partir de mini-Gs, a pesar de la alta conservacion de las estructuras de proteina G,
destaca la falta de comprension del plegamiento de estas proteinas. De hecho, se sabe bien que se requiere un
factor auxiliar, Ric8, para el plegamiento eficiente de Gq en células de mamifero [30], y también pueden
requerirse otros factores desconocidos. Por tanto, para el propdsito de este estudio, no se realizé ningun
desarrollo adicional de mini-Gy y mini-G;, dado que otros dos miembros de la familia de Gi, mini-Gi1 y mini-Gos,
ya proporcionaban mini-proteinas G estables. En cambio, como ninguno de los miembros de la familia de Gq
sometidos a prueba produjo una mini-proteina G estable, se decidié desarrollar estrategias alternativas para
crear una versién utilizable de mini-Gq, mientras que se termind el trabajo adicional sobre mini-G+s. Mas adelante
se comentara el éxito de la modificacion por ingenieria de una version de la quimera de mini-Gq.

Desarrollo y validacién del ensayo usando el sistema de mini-Gs

El objetivo final del desarrollo de mini-proteinas G es la determinacién estructural de los GPCR en el estado
completamente activo unidos a un agonista y a una mini-proteina G. En el formato mas simple, esto necesita la
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purificacion del GPCR en detergentes y la formacion del complejo proteina G-GPCR a partir de los componentes
purificados in vitro. Por tanto, era esencial idear algunos ensayos simples que pudieran evaluar si una mini-
proteina G se habia acoplado a un GPCR en una disolucién de detergente. Esto resulté no ser tan sencillo tal
como se anticipdé originalmente debido a la posible inestabilidad del GPCR y/o de la mini-proteina G en sus
conformaciones inactivas y/o activas. Estos problemas no eran evidentes cuando se realiz6 el trabajo original
sobre el desarrollo de mini-Gs, porque mini-Gs es una de las mini-proteinas G mas estables desarrolladas y
también el receptor p1-adrenérgico (B1AR) termoestabilizado y el receptor de adenosina Aza (A2aR) de tipo natural
eran mucho mas estables que otros GPCR. Por tanto, se desarrollaron cinco ensayos independientes para
evaluar si una mini-proteina G se acoplaba a un GPCR y/o formaba un complejo estable en detergente. Todos
estos se sometieron a prueba en primer lugar usando el acoplamiento de mini-Gs a B1AR y A2aR. Cada ensayo
tiene sus propias limitaciones, que suelen ser evidentes en las secciones posteriores donde se usaron en
receptores menos estables y en las mini-proteinas G recientemente desarrolladas, y que se comentan a
continuacién. Los cinco ensayos diferentes que se usaron son los siguientes: (i) ensayo de cambio de afinidad
del agonista; (ii) ensayo de termoestabilidad (TSA); (iii) analisis de union por saturacién basado en fluorescencia
(FSBA) de la unidon GFP-mini-proteina G; (iv) cromatografia de exclusidn molecular con deteccién de
fluorescencia (FSEC); (v) cromatografia de exclusion molecular (SEC) del complejo purificado. A continuacion se
proporciona una breve justificacion del uso de cada ensayo con sus ventajas y desventajas.

(i) Ensayo de cambio de afinidad del agonista

El desarrollo de mini-Gs se basé en el ensayo de cambio de afinidad del agonista para identificar aquellos
mutantes que se acoplaban a B1AR [23]. En general, se considera que la caracteristica definitoria del
acoplamiento de la proteina G es un aumento de la afinidad de un agonista por el complejo proteina G-GPCR en
comparacién con GPCR solo. Por ejemplo, el B2AR de tipo natural se une a un agonista 100 veces més
fuertemente cuando se acopla a una proteina G que el receptor solo [31]. Sin embargo, el cambio de la afinidad
del agonista en otros receptores suele ser considerablemente menor que el observado para B2AR, tal como el
cambio de 10 veces en la afinidad del agonista observado en B1AR [31] y puede estar completamente ausente,
por ejemplo, NTSR1. Sin embargo, la ventaja de este ensayo es que puede realizarse usando procedimientos
farmacoldgicos convencionales con un alto rendimiento, usando receptores en preparaciones de membrana o
solubilizados en detergente. Los ensayos pueden usar un agonista radiomarcado en experimentos de unién por
saturacion o, mas habitualmente, un antagonista radiomarcado en experimentos de unién competitiva [19, 23 y
ejemplos 1y 4] (y véanse los experimentos a continuacién sobre el receptor de serotonina 5HT+g). La ventaja de
este ensayo es que es muy sensible y puede realizarse en receptores unidos a la membrana, es decir, en un
formato donde el receptor es de lo mas estable en todas las conformaciones. La desventaja de este ensayo es
que algunos receptores pueden no mostrar un cambio de afinidad del agonista cuando se acoplan a una proteina
G.

(i) Ensayo de termoestabilidad

La termoestabilidad de un GPCR solubilizado en detergente depende del tipo de detergente usado y de si el
receptor esta libre de ligando, unido a un agonista o unido a un antagonista [32, 33]. Ademas, la estabilidad del
receptor tiende a aumentar con un aumento de la afinidad y/o una disminucién de la tasa de disociacion del
ligando [34]. A menudo, el estado unido a un agonista es una de las conformaciones menos estables de un
receptor, presumiblemente porque los agonistas aumentan la probabilidad de transiciones a un estado
completamente activo. En el estado inactivo hay un empaquetamiento compacto de la superficie intracelular de
las hélices « transmembrana. Tras la activacion, el movimiento hacia afuera de las hélices 5 y 6 altera esta
estructura compacta y crea una grieta donde se une el extremo C-terminal de la proteina G, lo que permite el
acoplamiento de la proteina G [35]. Las estructuras de los GPCR distintos de rodopsina en el estado
completamente activo se han determinado sélo cuando se han estabilizado a través de la unién de una proteina
G heterotrimérica [2], un nanocuerpo especifico de conformacién [14, 17, 18] o una mini-proteina G [19]. La
superficie de contacto entre un GPCR y una proteina G es superior a 1000 A2 [2, 19] y, por tanto, se predice que
aumenta la termoestabilidad del complejo proteina G-GPCR unido al agonista en comparaciéon con el GPCR
unido al agonista. Esto se observd tanto para B1AR como para A2aR, que fueron consistentemente mas estables
en el estado unido al agonista cuando se acoplaron a mini-Gs en una variedad de detergentes diferentes en
comparacién con cuando estaba ausente mini-Gs [19, 23 y ejemplos 1y 4]

Un ensayo de termoestabilidad tipico mide cuanto agonista radiomarcado permanece unido a un receptor
solubilizado en detergente después del calentamiento a diferentes temperaturas durante 30 minutos [33]. La
ventaja de este ensayo es que es rapido y de alto rendimiento y puede realizarse con cualquier detergente
elegido. Otra ventaja es que el complejo agonista-GPCR-mini-proteina G puede preformarse en membranas, lo
que puede estabilizar el receptor tras la solubilizacién en detergente, permitiendo que se realice el ensayo. Si hay
un cambio de la termoestabilidad en presencia de una mini-proteina G, esto es fuertemente indicativo de unién o
acoplamiento.

(iii) Cromatografia de exclusion molecular con deteccién de fluorescencia (FSEC)
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FSEC es una metodologia rapida para evaluar si una proteina de membrana fusionada a GFP es estable en
detergente realizando SEC en un solubilizado de detergente no purificado y monitorizando la fluorescencia de
GFP en el eluato [36]. Una proteina de membrana estable en detergente proporciona un pico simétrico de un
tamafio consistente con el peso molecular de la proteina de membrana mas la masa de lipido y detergente
especificamente unidos. Al fusionar GFP al extremo N-terminal de las mini-proteinas G (figura 37), fue posible
usar FSEC para monitorizar si se formoé un complejo estable entre la mini-proteina G y un GPCR. La proteina de
fusion GFP-mini-Gs tiene un peso molecular de 54 kDa y migré con un volumen de retencion de 15,1 ml en
FSEC. Cuando se mezcld con B1AR o A2aR solubilizado en DDM en presencia de un agonista, se observo un
pico adicional a 12,1-12,5 ml (figura 30a,c), que fue consistente con el peso molecular del receptor solubilizado
en detergente unido a GFP-mini-Gs (~180 kDa). Este pico adicional no se observé si los receptores estaban
unidos a un agonista inverso. A veces se observd un pico adicional a un volumen de retencion de 8 ml, que
corresponde al volumen vacio de la columna de SEC y se debia presumiblemente a agregados de GFP-mini-Gs.

La ventaja de este ensayo es que permite evaluar rapidamente si un GPCR forma un complejo con una mini-
proteina G, porque no es necesario purificar el receptor y el experimento de SEC dura menos de una hora. Sin
embargo, la principal limitacion es que solo pueden usarse pequefias cantidades de GFP-mini-Gs por
experimento para evitar la saturaciéon del detector y producir un pico muy amplio que ocultaria la presencia del
complejo entre GPCR y GFP-mini-proteina G. Por tanto, la concentracion de la mini-proteina G esta por debajo
de su Kp para la asociacién con un receptor y, por tanto, el ensayo no es cuantitativo. Ademas, el complejo
receptor-mini-proteina G debe ser estable en el detergente para que se observe un pico. Muchos complejos
GPCR-proteina G son demasiado inestables para ser observados en DDM vy, por tanto, es esencial evaluar
detergentes mas suaves tales como LMNG (véase la seccidn sobre el receptor de serotonina 5HT+g).

(iv) Analisis de unién por saturacion basado en fluorescencia de la unién de mini-proteina G

Para determinar la afinidad de la uniéon de mini-proteina G a un receptor, se desarrollé el ensayo de unién por
saturacion basado en fluorescencia (FSBA). En este ensayo, se determiné la cantidad de GFP-mini-proteina G
especificamente unida a un receptor inmovilizado usando un lector de placas fluorescente. Como prueba de
concepto, se inmovilizé B1AR o AR solubilizado en DDM en pocillos recubiertos de Ni** de una placa de
96 pocillos a través de su etiqueta de polihistidina C-terminal, en presencia de un agonista o un agonista inverso.
Luego se afiadid GFP-mini-Gs en concentraciones crecientes. Después del lavado para eliminar cualquier GFP-
mini-Gs inespecificamente unido, se midid la cantidad de fluorescencia de GFP-mini-Gs (figura 30b,d). GFP-mini-
Gs mostrd una union saturada especifica al receptor con valores de Kp aparente de 201 + 1 nM (n=2) y 428 £
24 nM (n=2) para la unién de GFP-mini-Gs a B1AR y A2aR, respectivamente.

FSBA es un ensayo simple para determinar la afinidad de la uniéon de mini-proteina G a un receptor in vitro. Sin
embargo, debe apreciarse que la afinidad aparente determinada puede ser especifica sélo para las condiciones
del ensayo. En particular, el tipo de detergente usado puede tener un gran efecto sobre la afinidad,
especialmente si desestabiliza ligeramente el estado activo del receptor. El agonista también puede afectar a la
afinidad aparente de la mini-proteina G, dependiendo de qué tan eficaz sea el agonista para estabilizar el estado
activo del receptor. Sin embargo, FSBA sigue siendo una herramienta util para analisis biofisicos de la unidén de
mini-proteina G a un receptor.

(v) Cromatografia de exclusion molecular (SEC)

El ensayo bioquimico definitivo para observar el acoplamiento de mini-proteinas G a un receptor es combinar los
componentes purificados in vitro y luego observar la elucion conjunta de las proteinas relevantes en SEC [23 y
ejemplo 1]. Se mezclaron A2aR purificado y mini-Gs purificada en una razén molar de 1:1,2 en presencia del
agonista NECA, se dejo que se formara el complejo y luego se realizé la separacion mediante SEC. El complejo
A2aR-mini-Gs se resolvid como un pico predominante con un peso molecular aparente de 153 kDa en
comparacién con 133 kDa del receptor solo y 22 kDa de mini-Gs sola. El analisis por SDS-PAGE confirmé la
presencia tanto de A2aR como de mini-Gs en fracciones del complejo de 153 kDa (figura 30e).

La ventaja de usar componentes purificados y SEC para analizar la formacién de complejos es que la formacion
de complejos se observa sin ambigledades. Las condiciones para la formacién de complejos pueden refinarse y
la estabilidad del complejo puede evaluarse facilmente después de un periodo de dias repitiendo la SEC. Estos
datos son esenciales para el éxito en la determinacion de la estructura de un complejo GPCR-mini-proteina G. La
desventaja de este ensayo es que se requieren cantidades suficientes de receptor purificado y esto puede ser
limitativo en las etapas iniciales de un proyecto.

Caracterizacién de mini-proteinas G

Mini-Golf se acopla a y estabiliza A2aR

Los dominios GTPasa de Gor y Gs comparten el 87 % de identidad de secuencia (80 % para las subunidades o
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de longitud completa) y ambas proteinas G se acoplan a A2aR [37]. De los 17 residuos de aminoacido en mini-Gs
que tienen un contacto directo con residuos en AzaR en la estructura cristalina del complejo AcaR-mini-Gs [19 v
ejemplo 4], todos estos residuos son idénticos excepto porque dos residuos de Arg en Gs se reemplazan por dos
residuos de Lys en Gor. A pesar del alto grado de homologia de secuencia entre estas dos isoformas, Gowr €s
mucho mas dificil de sobreexpresar que Gas; de hecho, el Unico método notificado para producir Gaor funcional
es la expresion conjunta con la chaperona molecular RIC8B en células de insecto [38]. Por tanto, se construyo
mini-Gorr para investigar si la versién de mini-proteina G se expresaria mejor que la subunidad o nativa. Se
construyé mini-Gor transfiriendo las 7 mutaciones puntuales y 3 deleciones procedentes de mini-Gs (figura 29), y
mini-Gor mostré una alta expresién en E. coli y fue tan estable como mini-Gs. El acoplamiento de mini-Gorr a A2aR
se evalué mediante SEC del complejo ensamblado in vitro a partir de proteinas purificadas y un ensayo de
termoestabilidad [19, 23 y ejemplos 1y 4]. A2aR unido a NECA purificado se mezclé con mini-Gorr y se analizé
mediante SEC y SDS-PAGE (figura 31a). El peso molecular aparente de mini-Gor fue de 23 kDa (17,1 ml; peso
molecular tedrico de 26 kDa) y el peso molecular aparente de A2aR purificado en DM fue de 133 kDa (13,3 ml). El
complejo AcaR-mini-Gor se resolvié como un pico predominante con un peso molecular aparente de 153 kDa
(13 ml) y contenia tanto A2aR como mini-Gor. mini-Gorr también estabilizd el A2aR solubilizado en DM unido al
agonista, y el A2aR acoplado a mini-Gor mostré una Tn, aparente de 32,5 + 1 °C en comparacién con 26,9 +
0,3 °C para el receptor solo (figura 31b). Esta estabilidad fue similar a la obtenida con mini-Gs (32,9 °C) en las
mismas condiciones [19 y ejemplo 4].

Los resultados con mini-Gor fueron muy alentadores tanto en cuanto a la transferibilidad de las mutaciones, la
expresion y la estabilidad de mini-Gor como en cuanto a la estabilidad del complejo A2aR-mini-Gor. Por tanto,
cuando hay un alto grado de homologia entre las proteinas G, entonces hay una buena transferibilidad de las
mutaciones, tal como se observé previamente para la transferencia de mutaciones termoestabilizadoras entre
GPCR [39]. Estos datos también sugieren que, incluso si la subunidad o nativa muestra una expresién deficiente,
la versién de mini-proteina G puede mostrar una alta expresidén y ser muy estable.

Desarrollo de mini-Gsiq quimérica para estudiar receptores acoplados a Gq

La expresién de mini-Gq en E. coli no tuvo éxito. Una posibilidad para explicar esto es que el plegamiento
eficiente de Gq in vivo depende de la chaperona molecular Ric8 [30] y que mini-Gq tenia un requisito similar. De
hecho, la expresién conjunta de Ric8 con mini-Gq en el sistema de expresién en baculovirus condujo a la
sobreproduccion de mini-Gq. Sin embargo, tras la purificacién de mini-Gq no fue posible disociar Ric8 (resultados
no mostrados), o que sugiere que mini-Gq tal vez no estaba correctamente plegada y/o era muy inestable. Dada
la falta de éxito en la transferencia de las mutaciones de mini-proteina G desde Gs hasta Gq, se desarrollo otra
estrategia.

La segunda estrategia usada para intentar desarrollar mini-Gq fue transferir los determinantes de especificidad de
Gq a mini-Gs. Esta bien establecido que la region C-terminal de una subunidad Ga forma el principal sitio de
unién al receptor [40] y es uno de los principales determinantes de especificidad del acoplamiento [41, 42]. Se ha
mostrado que mutar tan solo 3-5 aminoacidos en el extremo C-terminal de la subunidad Go cambia la
especificidad del acoplamiento a algunos GPCR [41, 42]. Sin embargo, las dos estructuras de GPCR-proteina G
publicadas hasta la fecha [2, 19] revelaron una extensa superficie de contacto entre los receptores y Gu, lo que
sugiere que otras regiones de la proteina G también pueden desempefiar un papel en la especificidad. Estudios
recientes de FRET in vivo sugieren que los residuos dentro de la hélice o5, pero distales a los cinco residuos
C-terminales, influyen fuertemente en la especificidad [43].

No se acopld mini-Gs a ninguno de los receptores acoplados a Gq evaluados (resultados no mostrados).
Entonces se evalud una serie de quimeras de mini-Gsyq (figura 38) tanto para la ganancia de unién a los
receptores acoplados a Gq (figura 32a,b) como para la pérdida de unidn al receptor acoplado a Gs relacionado
AcaR, predominantemente usando ensayos de termoestabilidad (figura 32c) y SEC (figura 39). En primer lugar,
se construyd la quimera mini-Gs57 en la que se cambiaron los cinco aminoacidos C-terminales de mini-Gs
(QHS22YELL™526) por los encontrados en Gog, 10 que requirid tres mutaciones (Q390EM22 E392NH524 y
L394V™52%) No se observé ninguna interaccion detectable entre este constructo y ninguno de los receptores de
Gq sometidos a prueba (figura 32a,b). Ademas, todavia se observaba un complejo entre mini-Gs57 y A2aR
(figura 32c y figura 39), lo que sugiere que las mutaciones eran insuficientes para cambiar la especificidad de Gs
a Gq. A continuacién, se construyé la quimera mini-Gsq58 en la que los 19 residuos de aminoacido finales en la
hélice o5 de mini-Gs (Phe376M58 - | eu394H525) se cambiaron por los de Gog, esto requirid 13 mutaciones
(N377AH59 D378AHS10 C379VH511 R380KHS12, |382THS 14 Q384LH516, R385QHS17, M386LH>18, H387NH519,
R389KM521 Q390EH522) E392NM524 y | 394VH528) Mini-Gs/458 no se acopld a AzaR (figura 32c y figura 39), lo que
demuestra que los residuos en la hélice 5 mas alla de los 5 aminoacidos C-terminales son importantes en la
especificidad de la proteina G. Sin embargo, no hubo ningin cambio significativo de la termoestabilidad del
receptor acoplado a Gq NTSR1 en presencia de mini-Gsq58 (figura 32b). Se razond que esto puede deberse a
que la estabilidad de mini-Gs/458 se vio afectada, porque mutar los Ultimos 19 residuos de aminoacido en mini-Gs
también habria cambiado los residuos enterrados en el nucleo de la proteina G, afectando asi a la estabilidad de
la estructura principal de mini-Gs. Por tanto, se construyé una versién refinada de esta quimera, mini-Gs/q70, en la
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que los residuos en la hélice o5 cuyas cadenas laterales formaban contactos directos (limite de corte de 3,9 A)
con B2AR [2] 0 A2aR [19] en las estructuras unidas a proteina G se mutaron para que coincidieran con los de Gayq
(R380KMS12 Q38411516 R385QM517 H387NH>1° E392NM524 y [ 394VH528; figura 38). Ademas, se incluyo la
mutacién Q390E"522 a pesar de que sélo hace contacto con A2aR a través de su cadena principal, ya que esta
enterrada en la superficie de contacto receptor-proteina G y puede ser importante para la unién a receptores
acoplados a Gq. Mini-Gs/q70 mostrd una mejor unién a ambos receptores acoplados a Gq sometidos a prueba,
NTSR1 y AT4R, y no mostré union a A2aR (figura 32 y figura 39).

También se construyeron otras dos quimeras para intentar mejorar mini-Gs70. Mini-Gsq72 contenia la mutacion
C379VH511 adicional en comparacion con mini-Gsq70 y, aungue la cadena lateral de C379VH511 no forma
contactos directos ni con A2aR ni con B2AR, se predice que su mutacidén a Val introduce una interaccion directa
entre el carbono y2 de Val y Leu110 de AcaR. Sin embargo, el complejo AT1R-mini-Gsq72 no tuvo una
termoestabilidad mayor que AT1R-mini-Gsq70 (resultados no mostrados). Finalmente, se construyé la quimera
mini-Gs/q71 en la que se mutaron residuos de otras regiones de Go que forman contactos directos con B2AR [2] o
A2aR [19] para que coincidieran con los de Gayg. Esto incluia las siete mutaciones en mini-Gs/q70 (R380KH512,
Q38417516 R385QH517 H387NM>19  Q390EH522 E392NM524 y | 304VH52%) y seis mutaciones adicionales
(A39RHNST3  HA1LS12 D343KH423 | 346VH426 R347DH427 e Y358|HS611)  D343H423 fue el Unico residuo de
aminoé&cido cuya cadena lateral no interaccioné ni con A2aR ni con B2AR, pero se incluyé la mutacién a Lys
porque la cadena lateral mas larga potencialmente podria interaccionar con un receptor y la inversién de carga
puede ser importante para la especificidad. Por el contrario, Thr35074%6:3 no se muté a Pro en mini-Gsq71 a pesar
de que su cadena lateral forma contactos directos con B2AR. La alineacién de Gas con dos estructuras resueltas
independientemente de Goq [44, 45] mostré que esta regidn de las proteinas G difiere significativamente y, por
tanto, en Guq, es poco probable que este residuo interaccione con el receptor. Sin embargo, después de todas
estas consideraciones para preparar una version mejorada de mini-Gs/x70, mMini-Gs71 no mejoré la
termoestabilidad de receptores acoplados a Gq unidos a agonista en comparacion con mini-Geiq70 (figura 32a,b).

Mini-Gi1:_abordando problemas de estabilidad

La transferencia de las 7 mutaciones puntuales y 3 deleciones de mini-Gs a Gai1 para preparar mini-Gin no tuvo
éxito, ya que la proteina resultante mostraba una expresién muy deficiente y tenia baja estabilidad (resultados no
mostrados). Mientras el trabajo de desarrollo de quimeras de mini-Gsq estaba en marcha, se decidié estudiar en
primer lugar los motivos por los que mini-Gi1 parecia ser tan inestable. Por tanto, para mejorar la expresién, la
estabilidad y permitir la union de mini-Git a las subunidades By, se reinserté el extremo N-terminal (residuos
4-18), se mutd Asp249M38 nuevamente a Leu, y se introdujo la mutacion G217DH2%43 pasandose en una
comparacidén de secuencia entre Gi1 (expresién deficiente) y Gs/Go (expresion alta) (figura 29 y figura 35). La
mini-Gi1 resultante (constructo 46) produjo sélo 12 mg de proteina purificada por litro de cultivo y era 17 °C
menos estable que mini-Gs, pero era adecuada para estudios iniciales de acoplamiento a GPCR.

El receptor de serotonina 5-HT1g (5HT1gR) se usé como modelo de receptor acoplado a Gi para desarrollar mini-
Gi1 porque podia expresarse y purificarse en DDM usando el sistema de expresion en baculovirus y determinarse
su estructura en el estado inactivo [10]. Inicialmente, GFP-mini-Gi1 se sometié a prueba usando FSEC para
determinar la unién a 5HT+sR purificado (en DDM) y se unié al agonista donitriptan. Sin embargo, GFP-mini-Gi
(figura 37) migré a 13,5 ml en ausencia de receptor 0 en presencia de 5HT+gR unido a donitriptan, lo que indica
que no se produjo acoplamiento (figura 33c). Sin embargo, cuando se usd 5HT+gR purificado en LMNG, la FSEC
mostrd dos picos, uno correspondiente a GFP-mini-Gi1 libre con un volumen de retencién de 14,3 ml y el otro
correspondiente a GFP-mini-Gis unida a 5HT1sR activado con donitriptan con un volumen de retencion de 12,2 mi
(figura 33d). Como 5HT+sR unido a donitriptan se ha cristalizado, esto sugirié que el receptor es razonablemente
estable en detergente, lo que a su vez sugirié que la inestabilidad del complejo GFP-mini-Gi1-5HT1sR-donitriptan
probablemente se debia a la mini-proteina G méas que al receptor. Esto se sometié a prueba formando un
heterotrimero entre GFP-mini-Gi146 (figura 37) y B1y2, que crea un complejo de mini-trimero con 5HT+sR unido a
donitriptan en LMNG, y realizando FSEC. El complejo de GFP-mini-trimero con 5HT+gR purificado en LMNG se
resolvid como un pico Unico con un volumen de retencién de 11,8 ml en comparacion con 14,3 ml para el trimero
GFP-mini-Gi1B1y2 libre (figura 33f). Por tanto, las subunidades B1y2 restablecieron la estabilidad de mini-Gis.

Aunque el trimero mini-Gi1B1y2 se acopld con éxito a 5HT1sR solubilizado en LMNG, esto no es tan deseable para
la cristalografia como un receptor acoplado a mini-proteina G debido al gran tamafio de la proteina G
heterotrimérica. Por tanto, siguiendo la exitosa estrategia de cambiar el acoplamiento de mini-Gs al de Ggq
creando una quimera mini-Gsq, se aplicd la misma estrategia para disefiar por ingenieria una quimera mini-Gsji1
(figura 35 y figura 40). Por tanto, se introdujeron 9 mutaciones (C379VH511 R380TH512 Q384|H516 R385KH517,
H387NH519  Q390DM22, Y391CH523 E302GMH524 y | 394F"526) en |a hélice a5 de mini-Gs para cambiar su
especificidad de acoplamiento a la de Gi1. Un complejo entre GFP-mini-Gs/i143 (figura 37) con 5HT+sR purificado
en DDM y unido a donitriptan se resolvié como un pico Unico con un volumen de retencion de 13,2 ml en
comparacion con 15,1 ml para GFP-mini-Gssi1 libre (figura 33e). Por tanto, mini-Gsit fue de hecho mas estable
que mini-Gi1. Se confirmé la especificidad de mini-Gs en comparacion con mini-Gsi1 para 5SHT1gR solubilizado en
DDM y unido a donitriptan usando FSBA (figura 33b). No se observd acoplamiento especifico de GFP-mini-Gs a
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5HT48R, aunque se confirmé acoplamiento especifico a GFP-mini-Gs/i (Kp aparente de 386 nM; figura 33b).

Con el fin de comparar todos los constructos de mini-Git y el papel de B1y2, se realizaron ensayos de cambio de
afinidad del agonista en 5HT+gR. El receptor no acoplado mostré una K; para el agonista sumatriptan en este
ensayo de 276 + 10 nM, que mini-Gi146 y mini-Gsi143 cambiaron a 80 + 13 nM y 36 = 2 nM, respectivamente
(figura 33a). Sin embargo, la adicion de B1y2 a las mini-proteinas G dio como resultado un aumento adicional de
la afinidad del agonista hasta 15+ 1 nM y 7,2 £ 0,8 nM para mini-Gi146-B1y2 y mini-Gsi143-B1y2, respectivamente.
Por tanto, a pesar del éxito en la generacion de mini-Git y mini-Gsi1, su estabilidad aun no es perfecta ya que la
unidén de B4y2 estabiliza las mini-proteinas G y provoca un mayor aumento de la afinidad del agonista tras el
acoplamiento de los mini-trimeros.

Acoplamiento de mini-Go1 a 5HT18R

El dominio GTPasa de Go1 y Gi1 estan altamente conservados (80 % de identidad), pero las mini-proteinas G
derivadas de ellos se comportaron de manera muy diferente. A diferencia de la Gi1 inestable, mini-Go1 se expreso
bien (100 mgl/l), tuvo una alta estabilidad comparable a mini-Gs y fue en gran medida insensible a la presencia de
detergentes menos agresivos. Dado que 5HT1&R se acopla a los miembros de la familia tanto de Go1 como de Gi
[46], se sometio a prueba el acoplamiento de mini-Go1 @ SHT1BR y se compararon los resultados con el
acoplamiento con mini-Gi1 (véase anteriormente). En FSEC, GFP-mini-Go112 (figura 37) se acoplé parcialmente a
5HT48R solubilizado en DDM unido a donitriptan (sin purificar), con las especies de mayor peso molecular
(volumen de retencion de 13 ml) reducidas cuando el receptor se unié a un antagonista (figura 34c). Esto
contrasta con los resultados obtenidos con mini-Gi1 en las mismas condiciones, donde no se observd unién
(figura 33c). El acoplamiento parcial probablemente resulté de la baja concentracion de 5HT1eR y GFP-mini-Go1
usados en el ensayo, porque cuando se repitié el experimento usando 5HT1R y GFP-mini-Go1 purificados, la
totalidad de GFP-mini-Go1 se unié al receptor (figura 34e). Ademas, el complejo se purificé por SEC y la SDS-
PAGE indicé la elucion conjunta de SHT+1sR y mini-Go1 en una razén molar de 1:1,2 (figura 34d). GFP-mini-Go1 se
unié a 5HT+eR solubilizado en DDM en presencia de donitriptan con una Kp aparente de 184 + 24 nM (figura
34b). En las membranas, mini-Go112 cambié la afinidad del agonista por 5HT1sR desde 276 + 10 nM hasta 32 +
3 nM (figura 34a).

Las propiedades de mini-Go1 la convierten en una opcidon ideal para estudios estructurales de receptores
acoplados a Go/Gj, en lugar de usar mini-Gssi, ya que muestra una expresién mas alta y es mas tolerante a los
detergentes.

CONCLUSIONES

El objetivo del trabajo presentado en este caso fue generar una gama de mini-proteinas G que pudieran usarse
como base para la determinacidn estructural de los GPCR en su estado completamente activo. El trabajo original
en el desarrollo de mini-proteinas G se realizd sobre Gs [23], que resultd ser una de las mini-proteinas G mejor
expresadas y mas estables. La transferencia de las mutaciones relevantes a otras proteinas G tuvo éxito al
derivar mini-Gor, mini-Go1 y mini-G12. Tanto mini-Gor como mini-Go1 se acoplaron a receptores relevantes sélo en
presencia de un agonista y formaron complejos estables que pudieron purificarse por SEC. Actualmente, no se
ha podido demostrar la unién de mini-G12 a ningun receptor (resultados no mostrados), a pesar de que muestra
una alta expresion en E. coliy tiene una alta estabilidad térmica, lo que sugiere que la proteina esta en un estado
plegado. En cambio, los ensayos iniciales para generar mini-Gt1, mini-Gz, mini-Gq y mini-G1s no tuvieron éxito
debido a que no hubo expresién en E. coli. Mini-Gi1 se expres6 de manera muy deficiente, pero mejoré con una
mutagénesis adicional, pero todavia no era tan estable como mini-Gs y requeria la unién de subunidades By para
lograr un cambio de afinidad del agonista completo en 5HT&R.

El segundo enfoque para generar mini-proteinas G para aquellas que no funcionaron inicialmente fue preparar
quimeras convirtiendo la especificidad de mini-Gs en la especificidad de la proteina G deseada. Esto se
desarroll6 inicialmente para Gq mutando en mini-Gs sélo aquellos residuos en la hélice a5 cuyas cadenas
laterales hacen contacto con 32AR 0 A2aR en las estructuras cristalinas de los complejos relevantes [2, 19], para
coincidir con los residuos equivalentes en Gq. La quimera mini-Gssq final fue estable, se sobreexpresé en E. coliy
se acopld a los receptores acoplados a Gq pero no a los receptores acoplados a Gs. El proceso también tuvo
éxito al generar una quimera de mini-Gsit Yy mini-Gso. La hélice a5 proporciona ~70 % del area de superficie
enterrada entre el dominio GTPasa y el receptor en los dos complejos proteina G-GPCR cristalizados hasta la
fecha. El trabajo en este caso muestra que cambiar estos contactos es suficiente para alterar la especificidad del
acoplamiento. Sin embargo, esto no quiere decir que el 30 % restante de la superficie de contacto no sea
importante, sino simplemente que en esta superficie de contacto pueden acomodarse varios residuos de
aminoacido y, por tanto, desempefia un papel menos importante en la definicion tanto de la especificidad como
de la afinidad de la unién de la proteina G.

Las mini-proteinas G y sus propiedades se muestran en la tabla 7. En conjunto, los niveles de expresién son
satisfactorios en E. coliy la estabilidad de las mini-proteinas G en ausencia de detergente también es buena. Sin
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embargo, su estabilidad disminuye en detergentes, particularmente a altas concentraciones, y la mayor
disminucion de la estabilidad se observa a altas concentraciones de detergente (superiores al 0,5 % p/v) y con
detergentes que se consideran agresivos para la purificacion de proteinas de membrana [47]. Por tanto, debe
tenerse cuidado en la eleccién inicial del detergente para formar complejos receptor-mini-proteina G.

En conclusién, la gama de mini-proteinas G desarrolladas en este caso conducira a un mayor conocimiento de
las estructuras activas de los receptores a través de la cristalizacion de complejos receptor-mini-proteina G. Esto
ampliara la comprensién de la sefializacion de los GPCR y también tendra aplicaciones utiles para el
descubrimiento de farmacos.

Rendimiento Estabilidad Estabilidad en detergente medida
Mini-proteina Constructo de proteina medida mediante DSF nativa (°C)
G pura por | de mediante Sin LMNG al DDM al
E. coli (mg) DSF (°C) detergente 01 % 01 %
Gs 393 100 65,3+ 0,0 47,7+02 449+02 391+00
Golt 6 80 64804 44,3+ 0,1 41,9+0,0 374+02
Gsiq 70 50 672+04 47,2+ 0,3 442+0,2 36,2+ 01
Gsiit 43 40 69,0+ 0.1 44,8+ 0,0 41,4+ 0,1 35,9+ 01
Got 12 100 63,801 436+02 40,7 £ 0,1 326+02
G12 8 25 72603 50,3+ 01 46,0+ 0,1 412+02
Mini-proteina R:jendirr}:ignto Estatzji_liddad
G que se une Constructo € proteina medida
pura por | de mediante
a py E. coli (mg) DSF (°C)
Gs 399 100 71,6+0,0
Golt 9 144 66,1+ 0,1
Gsiq 76 30 70,7+ 01
Gi 46 12 47,8+0,3
Gsiit 48 10 72,1+01
Gsfot 16 5 69,0+ 01

Tabla 7: Mutantes de las mini-proteinas G y sus caracteristicas.
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Ejemplo 6: Efecto de mini-Gs sobre GLP1R

Para evaluar el efecto de mini-Gs sobre |la estabilidad del receptor, se midioé la estabilidad de GLP1R después de
la solubilizaciéon en detergente. Para este fin, antes de la solubilizacion, las células que expresaban el receptor
GLP1R humano se incubaron con agonista peptidico tritiado y mini-Gs. Se permitié que la mezcla alcanzara el
equilibrio a temperatura ambiente durante 1 hora antes de la solubilizacion a 4 °C durante 1 hora. Se incubaron
alicuotas de receptor/ligando/mini-Gs a diferentes temperaturas durante 30 minutos. Después de separar el
exceso de ligando libre a partir de las moléculas unidas al receptor, se midieron los niveles de radiactividad
retenida para cada temperatura, que se representé graficamente en funcién de los puntos de temperatura. Los
resultados se compararon con la rama de control del experimento, que era idéntica pero carecia de mini-Gs. La
presencia de mini-Gs aumento significativamente la estabilidad de la conformacion unida al agonista (figura 41).
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REIVINDICACIONES

1. Mutante de una subunidad alfa de proteina G (Ga) heterotrimérica parental que se produce de manera natural,
mutante que (i) carece de al menos una hélice del dominio helicoidal de la subunidad Gu parental de modo que
carece de parte o de la totalidad de un dominio helicoidal de una subunidad G, (ii) puede unirse a un GPCR en
ausencia de una subunidad beta de proteina G (Gf3) heterotrimérica y de una subunidad gamma de proteina G
(Gy) heterotrimérica; y (iii) tiene una secuencia de aminoacidos que contiene una o mas mutaciones en
comparacién con la secuencia de aminoacidos de la subunidad Go heterotrimérica parental que se produce de
manera natural, mutaciones que se seleccionan de una delecién, una sustitucion y una insercion, y en el que la
subunidad Go mutante comprende un dominio GTPasa.

2. Mutante de una subunidad Go heterotrimérica parental que se produce de manera natural segun la
reivindicacion 1, en el que

(i) lIa unién de la subunidad Ga mutante a un GPCR aumenta la afinidad del GPCR por un agonista; y/o

(i) la unién de la subunidad Ga mutante a un GPCR activa la subunidad Gu; y/o

(iii) la subunidad Ga mutante tiene estabilidad aumentada en condiciones de desnaturalizacién en comparacién
con su subunidad Ga parental y/o se expresa a un mayor nivel que su subunidad Ga parental, cuando se

expresa en una célula; y/o

(iv) la subunidad Go mutante puede estabilizar una conformacién particular del GPCR al unirse al GPCR,
opcionalmente en el que la conformacion particular es una conformacién de agonista; y/o

(v) la subunidad G mutante puede unirse a un nucledtido, tal como un nucleétido de guanina, y/o en el que la
subunidad Ga mutante puede unirse a una subunidad Gp3 y/o Gy de una proteina G heterotrimérica; y/o

(vi) la region interruptora | de la subunidad alfa de proteina G heterotrimérica parental no se deleciona; y/o

(vii) la regién interruptora | de la subunidad alfa de proteina G heterotrimérica parental se deleciona y la regién
interruptora | de la subunidad alfa de proteina G heterotrimérica parental se reemplaza por una regién
interruptora | de una pequefia GTPasa; y/o

(viii) la region interruptora Il de la subunidad alfa de proteina G heterotrimérica parental se deleciona; y/o

(ix) la subunidad Go mutante tiene al menos el 20 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de la isoforma larga de la subunidad Ga-s humana tal como se expone en la figura 1 (SEQ ID NO: 92); y/o

(x) la subunidad Go mutante tiene al menos el 20 % de identidad de secuencia con cualquiera de las secuencias
de aminoécidos tal como se exponen en cualquiera de las figuras 26, 29, 35, 36, 37, 38y 40; y/o

(xi) la subunidad G mutante, que, cuando se compara con la subunidad Ga parental, comprende una o mas
mutaciones negativas dominantes; y/o

(xii) la subunidad Ga mutante es una subunidad Gat mutante en la que el residuo de aminoacido en una posicién
que corresponde a Cys 347 segun la numeracion de la subunidad Gut tal como se expone en la figura 25, se
modifica quimicamente, opcionalmente en la que dicho residuo de aminoacido estéa carboximetilado o cianilado.

3. Complejo que comprende (i) una subunidad Ga mutante segun la reivindicacién 1 6 2, y (ii) un GPCR o una
porcion del mismo que puede unirse a una subunidad Go mutante segun la reivindicacion 1 6 2;

opcionalmente en el que el GPCR es un GPCR de clase 1 0 un GPCR de clase 2 o un GPCR de clase 3,

ademas opcionalmente en el que el GPCR es cualquiera de un receptor beta adrenérgico, un receptor de
adenosina, un receptor muscarinico o un receptor de neurotensina;

y/u opcionalmente en el que el GPCR reside en un estado conformacional particular, tal como una conformacion
de unién a agonista;

y/u opcionalmente en el que el GPCR es un GPCR mutante que tiene estabilidad aumentada en una

conformaciéon particular en condiciones de desnaturalizacion en comparacion con la estabilidad de su GPCR
parental en la misma conformacion particular en condiciones de desnaturalizacion;
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y/u opcionalmente en el que uno o ambos de (i) y (ii), estdn marcados detectablemente;

y/u opcionalmente en el que el complejo comprende ademas un ligando de GPCR, ademas opcionalmente en el
que el ligando de GPCR es cualquiera de una molécula pequefia, una proteina, un péptido, un armazén
proteinico, un acido nucleico, un ion, un hidrato de carbono, o un anticuerpo;

y/u opcionalmente en el que el complejo comprende ademas una subunidad py de proteina G;

y/u opcionalmente en el que el complejo comprende ademas un nucledtido, ademas opcionalmente en el que el
nucleétido es un nucleétido de guanina tal como GDP o GTP, o ademas opcionalmente en el que el nucleétido es
un nucleétido de xantina.

4. Polinucledtido o vector de expresidon que puede codificar para (i) una subunidad Ga mutante segun la
reivindicacion 1 6 2, y (ii) un GPCR o una porcién del mismo que puede unirse a una subunidad G mutante
segun la reivindicacion 1 6 2; opcionalmente en el que el polinucledtido que codifica para una subunidad Go
mutante segun la reivindicacion 1 6 2 tiene al menos el 20 % de identidad de secuencia con la secuencia de
polinucledtidos de cualquiera de SEQ ID NO: 46-90.

5. Célula huésped que comprende un polinucledtido que codifica para una subunidad Ga mutante segun la
reivindicacion 1 6 2, opcionalmente en la que el polinucleotido tiene al menos el 20 % de identidad de secuencia
con la secuencia de polinucledtidos de cualquiera de SEQ ID NO: 46-90.

6. Soporte sdlido al cual se inmoviliza una o méas subunidades Ga mutantes segun la reivindicacién 1 6 2 o un
complejo segun la reivindicacién 3.

7. Método para producir un cristal de un complejo de GPCR-subunidad Ga, comprendiendo el método:

(i) proporcionar una subunidad Ga mutante segun la reivindicacion 1 6 2, un GPCR vy, opcionalmente un ligando
de GPCR;

(ii) formar un complejo de la subunidad Ga mutante, el GPCR vy, opcionalmente, el ligando de GPCR; y
(iii) cristalizar el complejo para formar un cristal,

opcionalmente en el que el GPCR se cristaliza en una conformacién particular, ademas opcionalmente en el que
la conformacion particular es una conformacién de agonista o una conformacidn de antagonista.

8. Método para determinar la estructura de un GPCR en una conformacion particular, comprendiendo el método
proporcionar un complejo de GPCR-subunidad Go segun la reivindicacién 3, y determinar la estructura del
complejo.

9. Método para seleccionar un mutante de una subunidad Ga heterotrimérica parental segun la reivindicacion 1 6
2, comprendiendo el método:

(a) proporcionar uno o mas mutantes de una subunidad Go heterotrimérica parental en ausencia de las
subunidades beta y gamma de la proteina G heterotrimérica parental, en el que el uno 0 mas mutantes carecen
de al menos una hélice del dominio helicoidal de la subunidad Ga parental y tienen una secuencia de
aminoacidos que contiene una o mas mutaciones en comparacion con la secuencia de aminoéacidos de la
subunidad G heterotrimérica parental,

(b) proporcionar un GPCR; y

(c) determinar si la o cada subunidad Ga mutante puede unirse al GPCR en ausencia de una subunidad beta de
proteina G (GP) heterotrimérica y una subunidad gamma de proteina G (Gy) heterotrimérica, y seleccionar
aquellos mutantes que pueden unirse al GPCR,;

opcionalmente en el que el método comprende ademas determinar si la o cada subunidad Go mutante puede
estabilizar una conformacion particular del GPCR al unirse al GPCR, ademas opcionalmente en el que la

conformacién particular es una conformacion de agonista;

y/u opcionalmente en el que antes de la etapa (c), el GPCR se expone a un agente que puede estabilizar una
conformacién particular, opcionalmente en el que el agente es un nanocuerpo;

y/u opcionalmente en el que el GPCR se proporciona en una composicion que contiene membrana;
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y/u opcionalmente en el que el método comprende ademas determinar si la subunidad Ga mutante tiene
estabilidad aumentada en condiciones de desnaturalizacion en comparacion con su subunidad Go parental y/o
determinar si la subunidad Go mutante se expresa a un mayor nivel que su subunidad Ga parental, cuando se
expresa en una célula;

y/u opcionalmente en el que el GPCR es un GPCR mutante que tiene estabilidad aumentada en una
conformacién particular en condiciones de desnaturalizacidon en comparacion con la estabilidad de su GPCR
parental en la misma conformacion particular en condiciones de desnaturalizacién.

10. Método para estabilizar un GPCR en una conformacion particular, comprendiendo el método:

(a) proporcionar una subunidad G mutante segun la reivindicacion 1 6 2, y un GPCR diana, y

(b) formar un complejo de la subunidad Go mutante y el GPCR, en el que el GPCR se estabiliza en una
conformacién particular,

opcionalmente en el que la subunidad Ga mutante esté inmovilizada sobre un soporte sélido;

y/u opcionalmente en el que el GPCR diana se proporciona como una disolucién que contiene el GPCR en una
pluralidad de estados conformacionales;

y/u opcionalmente en el que el método comprende ademas purificar el complejo.
11. Método para seleccionar un GPCR con estabilidad aumentada, comprendiendo el método

(a) proporcionar uno 0 mas mutantes de un GPCR parental, y una subunidad Ga mutante segun la reivindicacién
162

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

(c) determinar si el o cada GPCR mutante tiene estabilidad aumentada con respecto a la unién al ligando
seleccionado o con respecto a la unidn a la subunidad Go mutante, en comparacién con la estabilidad del GPCR
parental con respecto a la unién de ese ligando o con respecto a la unién a la subunidad Ga mutante, y

(d) seleccionar aquellos mutantes que tengan una estabilidad aumentada en comparacién con el GPCR parental
con respecto a la unidn al ligando seleccionado o con respecto a la union a la subunidad Ga mutante, en el que
la conformacion particular en la que reside el GPCR en la etapa (c) corresponde a la clase de ligando
seleccionado en la etapa (b);

opcionalmente en el que el uno 0 mas mutantes de un GPCR parental se ponen en contacto con el ligando
seleccionado antes de la etapa (¢);

y/u opcionalmente en el que el ligando seleccionado es de la clase de ligandos agonistas y la conformacion
particular es una conformacién de agonista;

y/u opcionalmente en el que se selecciona un GPCR mutante que tiene estabilidad aumentada en condiciones de
desnaturalizacidn tales como una cualquiera de calor, un detergente, un agente caotrépico y un extremo de pH.

12. Método para identificar una pareja de unién de un GPCR, comprendiendo el método:

(a) proporcionar un complejo segun la reivindicacion 3;

(b) proporcionar uno 0 mas compuestos de prueba;

(c) determinar si el o cada compuesto de prueba se une al complejo; y

(d) aislar uno 0 mas compuestos de prueba que se unen al complejo;

opcionalmente en el que el complejo proporcionado en la etapa (a) no contiene un ligando de GPCR,
y/u opcionalmente en el que el método se usa en el cribado de bibliotecas de fragmentos;

y/u opcionalmente en el que el método comprende ademas:
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(i) determinar si el o cada compuesto de prueba se une a un complejo diferente segun la reivindicacion 3; y

(i) aislar el o cada compuesto de prueba que no se une al complejo diferente segun la reivindicacién 3;

ademas opcionalmente en el que el complejo diferente comprende una subunidad Go de una clase diferente a la
de la subunidad Gua en el complejo de la etapa (a) y/o un GPCR que es diferente al GPCR en el complejo de la
etapa (a).

13. Método para identificar una pareja de unién de una subunidad Go,, comprendiendo el método:

(a) proporcionar una subunidad Go mutante segun la reivindicacion 1 6 2;

(b) proporcionar uno 0 mas compuestos de prueba;

(c) determinar si el 0 cada compuesto de prueba se une a la subunidad Ga mutante; y

(d) aislar uno o mas compuestos de prueba que se unen a la subunidad Ga mutante.

14. Anticuerpo que se une selectivamente a una subunidad Go mutante segun la reivindicacion 1 6 2, o al
complejo segun la reivindicaciéon 3.

15. Método para evaluar la unidn entre una proteina G y un GPCR, comprendiendo el método proporcionar una
subunidad Ga mutante segun la reivindicacion 1 6 2, y un GPCR, y evaluar la unién entre la subunidad Go
mutante y el GPCR,;

opcionalmente en el que la subunidad G mutante se marca de manera fluorescente;
y/u opcionalmente en el que la subunidad Ga mutante y el GPCR se proporcionan dentro de una célula,
ademas opcionalmente en el que se lleva a cabo el método in vivo o in vitro.

16. Método para evaluar el efecto de un agente sobre el acoplamiento entre una proteina G y un GPCR,
comprendiendo el método proporcionar una subunidad Go mutante segun la reivindicacion 1 6 2, y un GPCR, y
evaluar el efecto del agente sobre el acoplamiento entre la subunidad Ga mutante y el GPCR,;

opcionalmente en el que la subunidad G mutante se marca de manera fluorescente;
y/u opcionalmente en el que la subunidad Ga mutante y el GPCR se proporcionan dentro de una célula,
ademas opcionalmente en el que se lleva a cabo el método in vivo o in vitro.

17. Método para seleccionar o disefiar una 0 mas parejas de unién de un GPCR, una proteina G, o un complejo
de GPCR-proteina G, comprendiendo el método:

(a) proporcionar una representacion estructural tridimensional de una subunidad Ga mutante segun la
reivindicacion 1 6 2, 0 un complejo segun la reivindicacion 3, y

(b) usar medios de modelado molecular para seleccionar o disefiar una 0 mas parejas de unién del GPCR, de la
proteina G o del complejo GPCR-proteina G, en el que la representacion estructural tridimensional de al menos
parte de la subunidad Go mutante o complejo se compara con una representacion estructural tridimensional de
una o mas parejas de unién candidatas, y se seleccionan una o0 mas parejas de unidon que se predice que
interactuan con el GPCR, la proteina G o el complejo GPCR-proteina G;

opcionalmente en el que la representacion estructural tridimensional de una subunidad Ga mutante segun la
reivindicacion 1 é 2, o un complejo segun la reivindicacion 3, se obtiene proporcionando una subunidad Ga
mutante segun la reivindicacion 1 6 2, o un complejo segun la reivindicacion 3, y determinando la estructura
tridimensional de la subunidad Ga mutante o del complejo;

u opcionalmente en el que el método comprende ademas modificar la representacion estructural de la una o mas
parejas de unién con el fin de aumentar o disminuir su interaccién con un GPCR, una proteina G o un complejo
GPCR-proteina G.

18. Método para el analisis de la interaccion de una o mas parejas de unién con un GPCR, una proteina G, o un
complejo GPCR-proteina G, comprendiendo el método:
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(a) proporcionar una representacion estructural tridimensional de una subunidad Ga mutante segun la
reivindicacion 1 6 2, 0 un complejo segun la reivindicacion 3, y

(b) proporcionar una representacién estructural tridimensional de una o mas parejas de unién que van a ajustarse
a la estructura de la subunidad Go mutante o complejo, o a una parte de dicha estructura; y

(c) ajustar la una o mas parejas de unioén a dicha estructura;

opcionalmente en el que la representacion estructural tridimensional de una subunidad Ga mutante segun la
reivindicacion 1 é 2, o un complejo segun la reivindicacion 3, se obtiene proporcionando una subunidad Ga
mutante seguln la reivindicacion 1 é 2, o un complejo segun la reivindicacion 3, y determinando la estructura
tridimensional de la subunidad Ga. mutante o del complejo;

u opcionalmente en el que el método comprende ademas modificar la representacidén estructural de una o mas
parejas de union con el fin de aumentar o disminuir su interaccion con un GPCR, una proteina G, o un complejo
GPCR-proteina G.

19. Composicion farmacéutica que comprende una subunidad Ga mutante segun la reivindicaciéon 1 6 2, o0 un
complejo segun la reivindicacion 3 o un anticuerpo segun la reivindicacién 14.

20. Uso de una subunidad Go mutante segun la reivindicacién 1 é 2, o un complejo segun la reivindicacién 3,

para cristalizacion, o en criomicroscopia electrénica, o en el descubrimiento de farmacos, o en un cribado de
unién de ligando o en el desarrollo de ensayos, 0 como biosensor.
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SEQ ID NO 290
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Figura 28
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Figura 30
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Figura 31

Fransistms (00

Tarnp eratlReT;

grnsrrragrnernrepnsnemadgosats s o 32
1\1 ﬁm o3 \S 25
3 5 s [
¥ oW® & F

137



ES 2998 019 T3

Figura 32
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Figura 33
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Figura 34
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Figﬂra 35
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Figura 36
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Figura 37
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Figura 38
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Figura 39
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Figura 40

4#”.,!.,
oD

K&k dHd X

Fre e vt
s P x
P ] “
.o 5 27 [0 et
£ el 7ot . o b
i e o 1 ot
i v 1 3 i
0k 51 g =i 23
<t f vE oz
- v pob 2t
v S
[ e L
* [te) [} grv i U
- y ]
G 2 i
B i
s m.\.
b 1
it % o s
i * oot = et LG o eed
; b 5 I
: % d fry Tx]
§ < P o - k] E1] a
; 5 e ; 2 %
¥ s PR v ) g < o
t R - 4 Gy b et 4
$ s > 2o ] b Fed o
v i % w5 > 7 o 54
1 Tra N Z ‘ > aad
i ] ¥ 2 (& : .
H r ¥ ke + £ 4
t % . L2 ¥ ‘
t oy < > o et H
: - 5 ft i :
3 k3 . iy H
} _mw.m 5 4 :
! % 1 s
3 [ i ;
1 rd 5 & P
t o [ 3 4
s e & o2
o j# 5% e 4
far > . % P4 B
L = i P et
. = “ i o
e . 2 7y
£ T — 4 e i
z i e
3 > e - =
A A
* 5 i
e fad i
. (£33 4 LS
P o 4]
e 2%
" Tt

146



ES 2998 019 T3

Figura 41
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