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ES 2396 681 T3

DESCRIPCION
Dominios de receptores gustativos T1R3 y genes que los codifican
Antecedentes de la Invenciéon
Campo de la Invenciéon

La invencion se refiere a receptores quimiosensoriales de mamiferos recientemente identificados acoplados a
proteina G, a la familia de dichos receptores y a los genes y ADNc que codifica dichos receptores. Mas
particularmente, la invencion se refiere a receptores quimiosensoriales de mamiferos recientemente identificados
acoplados a proteina G activos en la sefializacion del gusto, a una familia de dichos receptores, a los genes y ADNc
que codifica dichos receptores y a métodos de uso de dichos receptores, genes y ADNc en el anadlisis y
descubrimiento de moduladores gustativos.

Descripcién de la Técnica Relacionada

El sistema gustativo proporciona informacion sensorial acerca de la composicion quimica del mundo exterior. La
transduccioén gustativa es una de las formas mas sofisticadas de sensacién activada por productos quimicos en los
animales. Hasta ahora, los medios mediante los cuales se producen las sensaciones gustativas continlan sin
entenderse bien. Véase, por ejemplo, Margolskee, BioEssays, 15: 645-50 (1993); Avenet et al., J. Membrane Biol.,
112:1-8 (1989). La sefializacidon gustativa se encuentra en todo el reino animal, desde los simples metazoos a los
vertebrados mas complejos. Se cree que en la sensacion gustativa participan distintas rutas de sefializacion. Se cree
que los receptores median estas rutas, es decir, receptores metabotrdpicos o ionotropicos. Las células que expresan
receptores gustativos, cuando se exponen a determinados estimulos quimicos, producen la sensacion gustativa
mediante despolarizacion para generar un potencial de accién, que se piensa que desencadena la sensacion. Se
piensa que este hecho desencadena la liberacion de neurotransmisores en la sinapsis neuronal aferente gustativa,
iniciando de esta manera la sefializacion a través de las rutas neuronales que median la percepcion gustativa.
Véase, por ejemplo, Roper, Ann. Rev. Neurosci., 12: 329-53 (1989).

Asi pues, los receptores gustativos reconocen especificamente moléculas que provocan la sensacion especifica
gustativa. Estas moléculas también se denominan en este documento “sustancias gustativas”. Muchos receptores
gustativos pertenecen a la superfamilia de receptores de 7 dominios transmembrana (Hoon et al., Cell 96: 541
(1999); Adler et al., Cell 100: 693 (2000)), también conocidos como receptores acoplados a proteina G (GPCR). Se
piensa que las proteinas de canal median otros gustos. Los receptores acoplados a proteina G controlan muchas
funciones fisiologicas, tales como la funcién endocrina, la funcidén exocrina, la frecuencia cardiaca, la lipdlisis, el
metabolismo de hidratos de carbono y la sefializacion transmembrana. El analisis bioquimico y la clonacion
molecular de varios de dichos receptores han revelado muchos principios basicos con respecto a la funcién de estos
receptores.

Por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.691.188 describe cémo tras la union del GPCR a un ligando,
presumiblemente el receptor experimenta un cambio conformacional lo que conduce a la activacion de la proteina G.
Las proteinas G estan formadas por tres subunidades: una subunidad o unida a un nucleétido guanilo, una
subunidad  y una subunidad y. Las proteinas G alternan entre dos formas, dependiendo de si en la subunidad o
esta unido GDP o GTP. Cuando esta unido el GDP, la proteina G existe como un heterotrimero: el complejo Gofy.
Cuando esta unido el GTP, la subunidad o se disocia del heterotrimero, dando un complejo GBy. Cuando un
complejo Gopy se asocia operativamente con un receptor activado acoplado a proteina G en una membrana celular,
la velocidad de intercambio del GTP para unirse al GDP aumenta y la velocidad de disociacion del enlace de la
subunidad Ga del complejo Gafy aumenta. La subunidad Ga libre y el complejo GBy son por tanto capaces de
transmitir una sefial a elementos aguas abajo de una diversidad de rutas de transduccion de sefal. Estos
acontecimientos constituyen la base de una multiplicidad de fendmenos de diferente sefializacion celular, que
incluyen por ejemplo, el fendmeno de sefalizacion que se identifica como percepciones sensoriales neurolégicas
tales como el gusto y/o el olfato.

Se piensa que los mamiferos tienen cinco modalidades gustativas basicas: dulce, amargo, acido, salado y umami (el
sabor del glutamato monosaddico). Véase, por ejemplo, Kawamura et al., Introduction to Umami: A Basic Taste
(1987); Kinnamon et al., Ann. Rev. Physiol., 54: 715-31 (1992); Lindemann, Physiol. Rev., 76: 718-66 (1996);
Stewart et al., Am. J. Physiol., 272: 1-26 (1997). Numerosos estudios fisiolégicos en animales han demostrado que
las células receptoras gustativas pueden responder de manera selectiva a diferentes estimulos quimicos. Véase, por
ejemplo, Akabas et al., Science, 242: 1047-50 (1988); Gilbertson et al., J. Gen. Physiol., 100: 803-24 (1992);
Bernhardt et al., J. Physiol., 490: 325-36 (1996); Cummings et al., J. Neurophysiol., 75: 1256-63 (1996).

En mamiferos, las células receptoras gustativas se agrupan en botones gustativos que estan distribuidos en

diferentes papilas en el epitelio de la lengua. Las papilas circunvaladas, localizadas en la parte mas posterior de la
lengua, contienen de cientos a miles de botones gustativos. A diferencia, las papilas foliadas, localizadas en el borde
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lateral posterior de la lengua, contienen de decenas a cientos de botones gustativos. Adicionalmente, las papilas
fungiformes, localizadas en la parte delantera de la lengua, contienen Unicamente un solo o algunos botones
gustativos.

Cada boton gustativo, dependiendo de la especie, contiene de 50-150 células, incluyendo células precursoras,
células de soporte y células receptoras gustativas. Véase, por ejemplo, Lindemann, Pysiol. Rev., 76: 718-66 (1996).
Las células receptoras se enervan en su base por terminaciones nerviosas aferentes que transmiten informacién a
los centros gustativos del cortex a través de la sinapsis en el tronco cerebral y el tdlamo. Para comprender la
funcion, regulacion y percepcion del sentido del gusto, es importante aclarar los mecanismos de sefializacién de las
células gustativas y el procesamiento de la informacion.

Aunque se sabe mucho sobre la psicofisica y la fisiologia de la funcién de las células gustativas, se sabe muy poco
sobre las moléculas y las rutas que median su respuesta de sefializacion sensorial. La identificacion y el aislamiento
de nuevos receptores gustativos y de moléculas sefalizadoras gustativas podrian permitir nuevos métodos de
modulacién quimica y genética de las rutas de transduccion gustativa. Por ejemplo, la disponibilidad de moléculas
receptoras y de canal podria permitir la identificacion de agonistas, antagonistas, agonistas inversos y moduladores
de actividad gustativa de elevada afinidad. Dichos componentes de modulacion gustativa podrian ser utiles en la
industria farmacéutica y alimentaria para mejorar el gusto de una diversidad de productos de consumo o para
bloquear gustos indeseables, por ejemplo, en determinados compuestos farmacéuticos.

Actualmente se conocen las secuencias completas o parciales de numerosos receptores quimiosensoriales en seres
humanos y otros eucariotas. Véase, por ejemplo, Pilpel, Y. y Lancet, D., Protein Science, 8: 969-977 (1999);
Mombaerts, P., Annu, Rev. Neurosci., 22: 487.50 (1999). Véanse también, los documentos EPO867508A2, US
5874243, WO 92/17585, WO 95/18140, WO 97/17444, WO 99/67282. Debido a la complejidad de las interacciones
receptor-ligando, y mas particularmente de las interacciones receptor-sustancia gustativa, existe una carencia de
informacién sobre el reconocimiento ligando-receptor. En parte, la presente invencién aborda la necesidad de
entender mejor las interacciones entre los receptores quimiosensoriales y los estimulos quimicos. La presente
invencion también proporciona, entre otras cosas, nuevos receptores quimiosensoriales y métodos para utilizar
dichos receptores, y los genes y los ADNc que codifican dichos receptores, para identificar moléculas que puedan
usarse para modular la transduccién quimiosensorial, tal como la sensacién gustativa.

Sumario de la Invencion

La invencion se refiere a una nueva familia de receptores acoplados a proteina G, y a los genes y a los ADNc que
codifican dichos receptores. Se piensa que los receptores intervienen principalmente en la transduccién del gusto
dulce, pero también pueden intervenir en las sefiales de transduccion de otras modalidades gustativas.

La presente invencion proporciona una secuencia aislada de acido nucleico que codifica la regiéon extracelular o
trasmembrana de un polipéptido receptor gustativo T1R3 regional transmembrana extracelular que tiene una
identidad de secuencia de al menos el 90% con el polipéptido contenido en la SEC ID N° 4 o 14, un vector que
contiene la secuencia de acido nucleico y una célula hospedadora transformada o transfectada con la secuencia
aislada de acido nucleico o con el vector.

Adicionalmente, la presente invencion proporciona un polipéptido T1R3 aislado codificado por la secuencia aislada
de &cido nucleico de la invencion.

Ademas, la presente invencién proporciona un ensayo para identificar un compuesto que modula la transduccién
gustativa que comprende:

(i) poner en contacto un polipéptido T1R3 de acuerdo con la invencion con un supuesto compuesto modulador
gustativo y;
(i) detectar si dicho compuesto se une especificamente a dicho polipéptido T1R3.

Se proporcionan métodos para representar la percepcion del gusto y/o para predecir la percepcién del gusto en un
mamifero, incluyendo un ser humano. Preferiblemente, dichos métodos pueden realizarse usando los receptores y
genes que codifican dichos receptores descritos en este documento.

Con esta finalidad, un objeto de la descripcidn es proporcionar una nueva familia de receptores acoplados a proteina
G en mamiferos, en este documento denominados T1R, activos en la percepcion gustativa. Otro objeto de la
invencion es proporcionar fragmentos y variantes de dichos T1R que conservan actividad de unién a sustancias
gustativas.

Otro objeto de la descripcidon es proporcionar secuencias de acido nucleico o moléculas que codifican dichos T1R,
fragmentos o variantes de los mismos.

Otro objeto mas de la descripcién es proporcionar vectores de expresion que incluyen secuencias de acidos
3
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nucleicos que codifican dichos T1R, o fragmentos o variantes de los mismos, que estan unidos operativamente a al
menos una secuencia reguladora tal como un promotor, potenciador u otra secuencia implicada en la transcripcion
y/o traduccion génica positiva o negativa.

Es aun otro objeto de la descripciéon proporcionar células humanas o no humanas que expresen funcionalmente al
menos uno de dichos T1R, o fragmentos o variantes de los mismos.

Es aun otro objeto de la descripcion proporcionar proteinas o polipéptidos de fusion a T1R que incluyan al menos un
fragmento de al menos uno de dichos T1R.

Otro objeto de la descripcidn es proporcionar una molécula aislada de acido nucleico que codifique un polipéptido de
T1R que comprenda una secuencia de acido nucleico que sea idéntica al menos el 50%, preferiblemente el 75%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o el 99% a una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste
en:las SEC ID N°: 1, 2, 3,9, 11, 13, 15, 16, 20 y variantes de las mismas modificadas de manera conservativa.

Es aun otro objeto de la descripcion proporcionar una molécula aislada de acido nucleico que comprenda una
secuencia de acido nucleico que codifique un polipéptido que tenga una secuencia de aminoacidos idéntica al
menos del 35 al 50% y preferiblemente al 60%, 75%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% a una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: las SEC ID N°: 4, 10, 12, 14, 17 y variantes de las mismas
modificadas de manera conservativa, en la que el fragmento tiene al menos una longitud de 20, preferiblemente 40,
60, 80, 100, 150, 200 6 250 aminoacidos. Opcionalmente, el fragmento puede ser un fragmento antigénico que se
une a un anticuerpo anti-T1R.

Es aun otro objeto de la descripcion proporcionar un polipéptido aislado que comprenda una variante de dicho
fragmento, en la que exista una variacion de al menos 10, preferiblemente 5, 4, 3, 2 6 1 resto aminoacidico.

Es aun otro objeto de la descripcidn proporcionar agonistas o antagonistas de dichos T1R o fragmentos o variantes
de los mismos.

Es aun otro objeto de la descripcidon proporcionar métodos para representar la percepcion del gusto y/o para predecir
la percepcion del gusto en un mamifero, incluyendo un ser humano. Preferiblemente, dichos métodos pueden
realizarse mediante el uso de los T1R, o fragmentos o variantes de los mismos y los genes que codifican dichos
T1R, o fragmentos o variantes de los mismos, descritos en este documento.

Es aun otro objeto de la descripcidn proporcionar nuevas moléculas o combinaciones de moléculas que provoquen
una percepcion gustativa predeterminada en un mamifero. Dichas moléculas o composiciones pueden generarse
determinando un valor de percepcion gustativa en un mamifero para una molécula o combinaciones de moléculas
conocidas; determinando un valor de percepcion gustativa en un mamifero para una o mas moléculas o
combinaciones de moléculas desconocidas; comparando el valor de la percepcion gustativa en un mamifero para
una o mas composiciones desconocidas con respecto al valor de la percepcion gustativa en un mamifero para una o
mas composiciones conocidas; seleccionando una molécula o combinacién de moléculas que provoquen una
percepcion gustativa predeterminada en un mamifero; y combinando dos o mas moléculas o combinaciones de
moléculas desconocidas para formar una molécula o combinacién de moléculas que provoquen una percepcion
gustativa predeterminada en un mamifero. La etapa de combinacién produce una sola molécula o una combinacion
de moléculas que provocan una percepcion gustativa predeterminada en un mamifero.

Es aun otro objeto de la descripcién proporcionar un método de identificaciéon de uno o mas compuestos para
determinar la presencia de un gusto detectable por un mamifero, que comprenda: una etapa de poner en contacto
dicho uno o mas compuestos con al menos uno de los T1R fragmentos o variantes de los mismos descritos en este
documento, en el que preferiblemente el mamifero sea un ser humano.

Es otro objeto de la descripcidn proporcionar un método para estimular un gusto, que comprenda las etapas de: para
cada uno de una pluralidad de los T1R, o fragmentos o variantes de los mismos descritos en este documento,
preferiblemente los T1R de seres humanos, determinar el grado en el que el T1R interacciona con la sustancia
gustativa; y combinar una pluralidad de compuestos, teniendo cada uno una interaccion previamente determinada
con uno o mas de los T1R, en cantidades que juntos proporcionen un perfil de estimulacion del receptor que
mimetice el perfil para el gusto. La interacciéon de una sustancia gustativa con un T1R puede determinarse usando
cualquiera de los ensayos de unién o indicadores descritos en este documento. La pluralidad de compuestos puede
después combinarse para formar una mezcla. Si se desea, uno o mas de la pluralidad de los compuestos puede
combinarse de manera covalente. Los compuestos combinados estimulan sustancialmente a todos, o al menos al
50%, 60%, 70%, 75%, 80% o al 90%, los receptores que estimula sustancialmente la sustancia gustativa.

En otro aspecto mas se proporciona un método en el que se ensaya una pluralidad de compuestos convencionales
frente a una pluralidad de los T1R, o fragmentos o variantes de los mismos, para determinar el grado en el que
interacciona cada uno de los T1R con cada compuesto convencional, generando de esta manera un perfil de
estimulacion del receptor para cada compuesto convencional. Estos perfiles de estimulacion del receptor pueden
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almacenarse en una base de datos relacional o en un medio de almacenamiento de datos. El método puede
comprender adicionalmente proporcionar un perfil de estimulacién del receptor deseado para un gusto; comparar el
perfil de estimulacién del receptor deseado con la base de datos relacional; y determinar una o mas combinaciones
de compuestos convencionales que mas se ajusten al perfil de estimulacion del receptor deseado. El método puede
comprender adicionalmente combinar compuestos convencionales en una o mas de las combinaciones
determinadas para estimular el gusto.

Otro objeto de la descripcién es proporcionar un método para representar la percepcion gustativa de una sustancia
gustativa particular en un mamifero, que comprende las etapas de: proporcionar valores X; a X, representativos de
la estimulaciéon cuantitativa de cada uno de los n T1R de dicho vertebrado, en el que n es superior o igual a 2; y
generar, a partir de dichos valores, una representacion cuantitativa de la percepcion gustativa. Los T1R pueden ser
en un receptor gustativo descrito en este documento o fragmentos o variantes de los mismos, la representacion
puede constituir un punto o un volumen en el espacio n dimensional, puede constituir un grafico o un espectro y
puede constituir una matriz o representaciones cuantitativas. Ademas, la etapa de proporcionar puede comprender
poner en contacto una pluralidad de los T1R o fragmentos o variantes de los mismos producidos de manera
recombinante, con una composicién del ensayo y medir cuantitativamente la interaccion de dicha composicion con
dichos receptores.

Otro objeto mas de la descripcidn es proporcionar un método para predecir la percepcion gustativa en un mamifero
generada por una o mas moléculas o combinaciones de moléculas que producen la percepcién gustativa
desconocida en un mamifero, que comprende las etapas de: proporcionar valores X; a X, representativos de la
estimulacion cuantitativa de cada uno de los n T1R de dicho vertebrado, en el que n es superior o igual a 1; para una
0 mas moléculas o combinaciones de moléculas que producen la percepcion gustativa conocida en un mamifero, y
generar a partir de dichos valores una representacién cuantitativa de la percepcion gustativa en un mamifero para
una o mas moléculas o combinaciones de moléculas que producen la percepcidn gustativa conocida en un
mamifero, proporcionar valores X1 a X, representativos de la estimulacion cuantitativa para cada uno de los n T1R
de dicho vertebrado, en el que n es superior o igual a 2; para una o mas moléculas o combinaciones de moléculas
que producen la percepcién gustativa desconocida en un mamifero; y generar a partir de dichos valores una
representacion cuantitativa de la percepcién gustativa en un mamifero para una o mas moléculas o combinaciones
de moléculas que producen la percepcion gustativa desconocida en un mamifero y predecir la percepcion gustativa
en un mamifero generada por una o mas moléculas o combinaciones de moléculas que producen la percepciéon
gustativa desconocida en un mamifero comparando la representacion cuantitativa de la percepcion gustativa en un
mamifero para una o mas moléculas o combinaciones de moléculas que producen la percepcion gustativa
desconocida en un mamifero con respecto a la representacion cuantitativa de la percepcién gustativa en un
mamifero para una o mas moléculas o combinaciones de moléculas que produce la percepcion gustativa
desconocida en un mamifero. Los T1R usados en este método pueden incluir un receptor gustativo o fragmento o
variante del mismo, descrito en este documento.

Breve Descripcion de los Dibujos

La Figura 1 es una crioseccion de lengua congelada de ratones que muestra la expresion del gen T1R3 en los
botones gustativos de las papilas circunvaladas de ratones por hibridacion in situ. Las células receptoras gustativas
seleccionadas que expresan T1R3 se marcan con flechas.

Descripcion Detalla de la Invenciéon

La descripcidn proporciona de esta manera moléculas aisladas de acido nucleico que codifican receptores
acoplados a proteinas G (“GPCR”) especificos de células gustativas y los polipéptidos que codifican. Estas
moléculas de acido nucleico y los polipéptidos que codifican son miembros de la familia T1R de los GPCR
especificos de células gustativas. Los miembros de la familia T1R de los GPCR especificos de células gustativas se
identifican en Hoon et al., Cell, 96: 541-551 (1999), y en los documentos WO 00/06592 y WO 00/06593.

Mas particularmente, la descripcidon proporciona acidos nucleicos que codifican una nueva familia de GPCR
especificos de células gustativas. Estos acidos nucleicos y los receptores que codifican se denominan como
miembros de la familia “T1R” de los GPCR especificos de células gustativas. En realizaciones particulares, los
miembros de la familia T1R incluyen rT1R3, mT1R3, hT1R3 y hT1R1. Aunque sin desear cefirse a una teoria, se
cree que estos GPCR especificos de células gustativas son componentes de la ruta de transduccién gustativa y
pueden participar en la deteccién gustativa de sustancias dulces y/u otras modalidades gustativas.

Ademas, se cree que los miembros de la familia T1R pueden actuar en combinaciéon con otros miembros de la
familia T1R, con otros GPCR especificos de células gustativas o con una combinacién de los mismos, para efectuar
de esta manera la transduccién gustativa quimiosensorial. Por ejemplo, se cree que T1R1 y T1R3 pueden
coexpresarse dentro del mismo tipo celular receptor gustativo y los dos receptores pueden interaccionar fisicamente
para formar un receptor gustativo heterodimérico. Como alternativa, T1R1 y T1R3 pueden unirse
independientemente al mismo tipo de ligando y su union combinada puede dar lugar a una sensacién gustativa
especifica percibida.
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Estos acidos nucleicos proporcionan sondas valiosas para la identificacion de células gustativas, ya que los acidos
nucleicos se expresan especificamente en las células gustativas. Por ejemplo, pueden usarse sondas para
polipéptidos y proteinas T1R para identificar células gustativas presentes en las papilas foliadas, circunvaladas y
fusiformes, asi como células gustativas presentes en la geschmackstreifen (franja del sabor), en la cavidad oral, el
epitelio gastrointestinal y en la epiglotis. Pueden servir como herramientas para la generaciéon de mapas topograficos
gustativos que aclaren la relacion entre las células gustativas de la lengua y las neuronas sensoriales gustativas que
conducen a los centros gustativos en el cerebro. En particular, pueden usarse métodos de deteccion de los T1R
para identificar células gustativas sensibles a sustancias gustativas dulces u otras modalidades especificas de
sustancias gustativas. Ademas, los acidos nucleicos y las proteinas que codifican pueden usarse como sondas para
analizar comportamientos inducidos por el gusto. También, puede usarse la locacién cromosémica de los genes que
codifican los T1R humanos para identificar enfermedades, mutaciones y rasgos causados por y asociados con los
miembros de la familia de T1R.

Los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos y las proteinas T1R de la invencién pueden aislarse a partir de
una diversidad de fuentes, modificacion genética, amplificacion, sintesis y/o expresién recombinante de acuerdo con
los métodos descritos en el documento WO 00/035374.

La invencién también proporciona métodos de seleccion para moduladores, por ejemplo, activadores, inhibidores,
estimuladores, potenciadores, agonistas y antagonistas de estos nuevos GPCR especificos de células gustativas.
Dichos moduladores de la transduccion gustativa son utiles para la modulacién farmacoldgica, quimica y genética de
las rutas de sefalizacion del gusto. Estos métodos de seleccién pueden usarse para identificar antagonistas y
agonistas de afinidad elevada de la actividad celular gustativa. Estos compuestos moduladores pueden usarse por
tanto en la industria alimentaria y farmacéutica para personalizar el gusto, por ejemplo, para modular el gusto dulce
de los alimentos o farmacos.

Por tanto, la invencién proporciona ensayos para detectar y caracterizar la modulacion gustativa, donde los
miembros de la familia T1R actian como moléculas indicadoras directas o indirectas del efecto de moduladores en
la transduccién gustativa. Los GCPR pueden usarse en ensayos para, por ejemplo, medir cambios en la unién a
ligando, concentracion ionica, potencial de membrana, flujo de corriente, flujo i6nico, transcripcién, transduccion de
sefial, interacciones receptor con ligando, concentraciones del segundo mensajero, in vitro, in vivo y ex vivo. En una
realizacion, los miembros de la familia de T1R pueden usarse como indicadores indirectos mediante la unién a una
segunda molécula informadora tal como una proteina fluorescente verde (véase, por ejemplo, Mistili & Spector,
Nature Biotechnology, 15: 961-964 (1997)). En otra realizacion, los miembros de la familia T1R pueden expresarse
de manera recombinante en células y la modulaciéon de la transduccion del gusto por medio de la actividad GPCR
puede ensayarse midiendo cambios en los niveles del ca* y otros mensajes intracelulares tales como AMPc, GMPc
o IP3.

En determinadas realizaciones, un dominio de un polipéptido T1R, por ejemplo, un dominio extracelular,
transmembrana o intracelular, se fusiona a un polipéptido heterélogo, formando de esta manera un polipéptido
quimérico, por ejemplo, un polipéptido quimérico con actividad GPCR. Dichos polipéptidos quiméricos son utiles en
ensayos, por ejemplo, para identificar ligandos, agonistas, antagonistas u otros moduladores de un polipéptido T1R.
Ademas, dichos polipéptidos quiméricos son Utiles para crear nuevos receptores gustativos con nueva especificidad
de unién a ligando, modos de regulacién, rutas de transduccion de sefal u otras dichas propiedades, o para crear
nuevos receptores gustativos con nuevas combinaciones de especificidad de union a ligando, modos de regulacion,
rutas de transduccion de sefal, etc.

En una realizacién, un polipéptido T1R se expresa en una célula eucariota como un receptor quimérico con una
secuencia chaperona, heteréloga que facilita el transito a la membrana plasméatica o la maduracion y
direccionamiento a través de la ruta secretora. La secuencia heteréloga opcional puede ser una secuencia de
rodopsina, tal como un fragmento N-terminal de una rodopsina. Dichos receptores T1R quiméricos pueden
expresarse en cualquier célula eucariota, tal como en las células HEK-293. Preferiblemente, las células comprenden
una proteina G, por ejemplo Ga15 o0 Ga16 u otro tipo de proteina G promiscua capaz de emparejarse con un amplio
intervalo de GPCR quimiosensoriales con una ruta de sefializacién intracelular o con una proteina de sefalizacion tal
como una fosfolipasa C. La activacion de dichos receptores quiméricos en dichas células puede detectarse usando
cualquier método convencional, tal como detectando cambios en el calcio intracelular detectando la fluorescencia
dependiente de FURA-2 en la célula. Si las células hospedadoras preferidas no expresan una proteina G apropiada,
pueden transfectarse con un gen que codifique una proteina G promiscua.

Los métodos de ensayo para moduladores de la transduccion gustativa incluyen ensayos de unién a ligando in vitro
usando: polipéptidos T1R, partes de los mismos, es decir, el dominio extracelular, la regiéon transmembrana o
combinaciones de estos, o proteinas quiméricas que comprenden uno o0 mas dominios de un miembro de la familia
T1R; oocitos o células de cultivo tisular que expresan polipéptidos T1R, fragmentos o proteinas de fusion;
fosforilacion y desfosforilacion de los miembros de la familia T1R; unién de la proteina G a los GPCR; ensayos de
union a ligando; cambios de voltaje, potencial de membrana y conductancia; ensayos de flujo idnico; cambios en los
segundos mensajeros intracelulares tales como GMPc, CAMP vy trifosfato inositol (IP3); cambios en los niveles de
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calcio intracelular y liberacidon neurotransmisora.

Ademas, la descripcion proporciona métodos para detectar la expresion de acidos nucleicos y proteinas T1R, que
permiten la investigacion de la regulacion de la transduccion gustativa y la identificacion especifica de las células
receptoras gustativas. Los miembros de la familia T1R también proporcionan sondas utiles de acidos nucleicos para
investigaciones forenses y de paternidad. Los genes T1R también son utiles como sondas de acidos nucleicos para
identificar células receptoras gustativas, tales como células receptoras gustativas en las papilas foliadas,
fungiformes, circunvaladas, en la franja del sabor (geschmackstreigen) y en la epiglotis. Los receptores T1R también
pueden usarse para generar anticuerpos monoclonales y policlonales utiles para la identificacion de células
receptoras gustativas. Las células receptoras gustativas pueden identificarse usando técnicas tales como
transcripcion inversa y amplificacion de ARNm, aislamiento de ARN total o poli A+ARN, transferencia de northern,
transferencia puntual, hibridacion in situ, proteccion ARNasa, digestion S1, sondeo por micro matriz del ADN,
transferencias de western y similares.

Funcionalmente, los polipéptidos T1R comprenden una familia de receptores acoplados a proteinas G asociados a
siete dominios transmembrana, que se cree que participan en la transduccién gustativa y que pueden interaccionar
con una proteina G para mediar la transduccién de la seial gustativa (véase, por ejemplo, Fong. Cell Signal, 8: 217
(1996); Baldwin, Curr. Opin. Cell Biol., 6: 180 (1994)). Estructuralmente, las secuencias de nucleotidos de los
miembros de la familia T1R pueden codificar polipéptidos relacionados que comprenden un dominio extracelular,
siete dominios transmembrana y un dominio citoplasmico. Los genes de la familia T1R relacionados de otras
especies comparten una identidad de secuencia de nucleétidos de al menos aproximadamente el 50%, y
opcionalmente el 60%, 70%, 80% o 90% a lo largo de una region de al menos aproximadamente 50 nucleétidos de
longitud, opcionalmente 100, 200, 500 o mas nucleétidos de longitud con las SEC ID N°: 1, 2, 3, 9, 11, 13, 15, 16, 20
o variantes de las mismas modificadas de manera conservativa, o codifican polipéptidos que comparten una
identidad de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente del 35 al 50%, y opcionalmente el 60%, 70%,
80% 0 90% a lo largo de una regién de aminoacidos de al menos aproximadamente 25 aminoacidos de longitud,
opcionalmente de 50 a 100 aminoacidos de longitud con la SEC ID N° 4, 10, 12, 14, 17 o variantes de las mismas
modificadas de manera conservativa.

También se han identificado varias secuencias consenso de aminoacidos o dominios que son caracteristicos de los
miembros de la familia T1R. Por ejemplo, los miembros de la familia T1R comprenden tipicamente una secuencia
que tiene al menos aproximadamente el 50%, opcionalmente el 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95-
99% o superior, de identidad con respecto a las secuencias consenso 1 y 2 de T1R (SEC ID N° 18 y 19,
respectivamente). Estos dominios conservados pueden usarse por tanto para identificar miembros de la familia T1R,
mediante identidad, hibridacion especifica o amplificacién o por anticuerpos de unién especifica provocados contra
un dominio. Dichas secuencias consenso de T1R tienen las siguientes secuencias de aminoacidos:

Secuencia Consenso 1 de la Familia T1R 1: (SEC ID N°: 18)
(TR)C(FL)Y(RQP)R(RT)(SPV)(VERKT)FL(AE)}(WL)(RHG)E

Secuencia Consenso 2 de la Familia T1R 1: (SEC ID N°: 19)
(LQ)P(EGT)(NCR)YN(RE)A(RK)(CGF)(VLI)T(FL)(AS)(ML)

Estas secuencias consenso se incluyen en las descubiertas en los polipéptidos T1R descritos en este documento,
pero puede esperarse que los miembros de la familia T1R de otros organismos comprendan secuencias consenso
que tengan aproximadamente una identidad del 75% o mas con respecto a las secuencias consenso incluidas
descritas especificamente en este documento.

Para identificar variantes polimoérficas, homadlogos interespecie y alelos de los miembros de la familia T1R pueden
usarse regiones especificas de las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de T1R. Esta identificacion puede
realizarse in vitro, por ejemplo, en condiciones de hibridacién rigurosas o PCR (por ejemplo, usando cebadores que
codifiquen las secuencias consenso T1R identificadas anteriormente) o usando la informacién de secuencia de un
sistema informatico para realizar la comparaciéon con otras secuencias de nucleétidos. Los alelos de genes T1R
diferentes en una poblacion de especie Unica también sera util para determinar si las diferencias en las secuencias
alélicas se correlacionan con respecto a las diferencias en la percepcion gustativa entre miembros de la poblacion.
La amplificacién clasica de tipo PCR y las técnicas de clonacion son utiles para aislar ortélogos, por ejemplo, cuando
los cebadores degenerados son suficientes para detectar genes relacionados a través de especies, los cuales
tipicamente tienen un mayor nivel de identidad relativa con respecto a los miembros paralogos de la familia T1R
dentro de una sola especie.

Por ejemplo, para amplificar y clonar genes T1R3 de genomas de diferentes mamiferos pueden usarse cebadores
degenerados SAP0077 (SEC ID N° 5) SAP0079 (SEC ID N° 6). A diferencia, los genes de una sola especie que
estan relacionados con T1R3 se identifican mejor usando un modelo de secuencia de reconocimiento por ordenador
para buscar secuencias relacionadas. Tipicamente, la identificacion de variantes polimorficas y alelos de los
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miembros de familia T1R puede realizarse comparando una secuencia de aminoacidos de aproximadamente 25
aminoacidos o mas, por ejemplo, de 50-100 aminoacidos. La identidad de aminoacidos de aproximadamente al
menos del 35 al 50%, y opcionalmente el 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95-99% o superior demuestra
tipicamente que una proteina es una variante polimérfica, un homoélogo interespecie o un alelo de un miembro de la
familia T1R. La comparacion de secuencias puede realizarse usando cualquiera de los algoritmos de comparacioén
de secuencias descritos a continuacion. Los anticuerpos que se unen especificamente a polipéptidos T1R o0 a una
regién conservada de los mismos pueden usarse para identificar alelos, homdlogos interespecie y variantes
polimorficas.

Las variantes polimorficas, los homoélogos interespecie y los alelos de los genes T1R pueden confirmarse
examinando la expresion especifica de la célula gustativa de un supuesto polipéptido T1R. Tipicamente, los
polipéptidos T1R que tienen una secuencia de aminoacidos descrita en este documento pueden usarse como un
control positivo en comparacion con el supuesto polipéptido T1R para demostrar la identificacion de una variante
polimérfica o alelo del miembro de la familia T1R. Se espera que las variantes polimoérficas, alelos y homadlogos
interespecie conserven la estructura de siete dominios transmembrana de un receptor acoplado a proteina G. Para
detalles adicionales, véase el documento WO 00/06592, que describe miembros de la familia de T1R relacionados,
GPCR-B3s, cuyo contenido se incorpora por referencia en el presente documento de manera coherente con la
presente descripcion. En este documento los receptores GPCR-B3 reciben el nombre de rT1R1 y mT1R1.
Adicionalmente, véase el documento WO 00/06593 que también describe miembros de la familia T1R relacionados,
GPCR-B4s, cuyo contenido se incorpora por referencia en el presente documento de manera coherente con la
presente descripcion. En este documento los receptores GPCR-B4 reciben el nombre de como rT1R2 y mT1R2.

La informacion de la secuencia de aminoacidos y de nucleétidos para los miembros de la familia T1R también puede
usarse para construir modelos de polipéptidos especificos de células gustativas en un sistema informatizado. Estos
modelos pueden usarse posteriormente para identificar compuestos que pueden activar o inhibir proteinas
receptoras de T1R. Dichos compuestos que modulan la actividad de los miembros de la familia T1R pueden usarse
después para investigar la funcidn de los genes y receptores de T1R en la transduccion gustativa.

La presente descripcion también proporciona ensayos, preferiblemente ensayos de alto rendimiento, para identificar
moléculas que interaccionan con y/o modulan un polipéptido T1R. En numerosos ensayos, se usa un dominio
particular de un miembro de la familia T1R, por ejemplo, un dominio o regién extracelular, transmembrana o
intracelular. En numerosas realizaciones, un dominio extracelular, regién transmembrana o combinaciéon de los
mismos puede unirse a un sustrato soélido, y usarse, por ejemplo, para aislar ligandos, agonistas, antagonistas, o
cualquier otra molécula que pueda unirse a y/o modular la actividad de un polipéptido T1R.

En otro aspecto de la descripcion, se proporciona un nuevo gen GPCR humano de la familia T1R,
denominado hTIR3. El gen hT1R3 se identificé a partir de la base de datos de la secuencia genémica humana
incluyendo la division HTGS del GenBank. En las SEC ID N°: 1-4 se proporcionan los nucleétidos y la secuencia de
aminoacidos traducida conceptualmente para hT1R3. El receptor de hT1R3 se identificd en el clon genémico BAC
parcialmente secuenciado RP5-89003 (numero de acceso de la base de datos AL139287) debido a su similitud de
secuencia con el receptor gustativo candidato de rata rT1R1 (numero de acceso AF127389). Como referencia, la
identidad por parejas entre las secuencias de proteinas del predicho hT1R3 y rT1R1 es aproximadamente del 34%.
Las comparaciones de las secuencias con miembros adicionales de la Familia C de GPCR (que incluye los
receptores sensibles a calcio, supuestos receptores de feromonas V2R, receptores de GABA-B, receptores
gustativos del pescado y receptores de glutamato metabotropicos) indican que probablemente hT1R3 pertenece al
subgrupo de la Familia C definido por T1R1 y un segundo receptor gustativo candidato de rata (rT1R2, nimero de
acceso AF127390).

También se proporciona el ortélogo humano, denominado hT1R1, de un receptor gustativo de rata, denominado
rT1R1. Los productos génicos de rT1R1 y hT1R1 tienen una identidad aproximada del 74%. Se ha descrito el gen de
raton, mT1R1 véase Hoon et al., Cell, 96: 541-551 (2000) y mapea en un intervalo cromosémico homologo al
intervalo que contiene hT1R1. Las secuencias de nucledtidos y hT1R1 traducidas conceptualmente se describen en
este documento como las SEC ID N°: 15 y 16, respectivamente.

Aunque sin desear ligarse a una teoria particular, se supone que la familia de receptores T1R participa en la
transduccion del gusto dulce debido al enlace de mT1R3 con el locus Sac, un locus en el extremo distal del
cromosoma cuatro que influye en el gusto dulce. También se ha indicado que el T1R3 humano se localiza en
1p36.2-1p36.33, una regién que presenta sintenia conservada con el intervalo de raton que contiene Sac y T1R1.
Sin embargo, los receptores de tipo T1R pueden mediar otras modalidades gustativas, tales como amargo, umami,
acido y salado.

Dentro del alcance de la invencion se prevén diversas mutaciones y sustituciones conservativas. Por ejemplo,
estaria dentro del nivel del experto en la materia realizar sustituciones de aminoacidos usando protocolos conocidos
de tecnologia genética recombinante incluyendo PCR, clonacién de genes, mutagénesis de ADNc dirigida a sitio,
transfecciéon de células hospedadoras y transcripcién in vitro. Las variantes podrian después seleccionarse para
determinar la actividad funcional del GPCR especifica de las células gustativas.
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A. Identificacién y Caracterizacion de Polipéptidos T1R

Las secuencias de aminoacidos de las proteinas y polipéptidos T1R de la invencién pueden identificarse por
supuesta traduccidon de las secuencias que codifican los acidos nucleicos. Estas diversas secuencias de
aminoacidos y las secuencias que codifican los acidos nucleicos pueden compararse una con otras o con otras
secuencias de acuerdo con varios métodos.

Por ejemplo, en la comparacion de secuencias, tipicamente una secuencia actia como una secuencia de referencia,
con la que se comparan las secuencias del ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de secuencias, las
secuencias de ensayo y de referencia se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de la
subsecuencia, si es necesario, y se designan los parametros del programa del algoritmo de secuencia. Pueden
usarse los parametros del programa por defecto, como se describe a continuacion para los programas BLASTN y
BLASTP, o pueden disefiarse parametros alternativos. El algoritmo de comparacién de secuencia después calcula el
porcentaje de identidad de secuencia para las secuencias del ensayo con respecto a la secuencia de referencia,
basandose en los parametros del programa.

Una “ventana de comparaciéon”, como se usa en este documento, incluye la referencia para un segmento de una
cualquiera de varias posiciones contiguas seleccionadas del grupo que consiste de 20 a 600, habitualmente
aproximadamente de 50 a aproximadamente 200, mas habitualmente aproximadamente de 100 a aproximadamente
150 en la que una secuencia puede compararse con una secuencia de referencia del mismo nimero de posiciones
contiguas después de que dos secuencias estén alineadas O6ptimamente. Los métodos de alineamiento de
secuencias para comparar se conocen en la técnica. El alineamiento 6ptimo de secuencias para comparar puede
realizarse, por ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482
(1981), mediante el algoritmo de alineamiento de homologia de Needleman & Wunsch, J Mol. Biol. 48: 443 (1970),
mediante el método de similitud de busqueda de Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988),
mediante implementaciones informatizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Paquete
de Software Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI) o mediante el
alineamiento manual e inspeccién visual (véase, por ejemplo, Current Protocolos in Molecular Biology (Ausubel et
al., eds. 1995 suplemento)).

Un ejemplo preferido de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad secuencia y la
similitud de secuencia es el algoritmo de BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Atlschul et al., Nuc. Acids Res.
25: 3389-3402 (1977) y Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990), respectivamente. El programa informatico
para realizar analisis BLAST se encuentra disponible publicamente a través del National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica identificar en primer lugar pares de secuencias de
alta puntuacién (HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia problema, que corresponden o
satisfacen alguna puntuacion T umbral de valor positivo cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en
una secuencia de la base de datos. T se refiere al umbral de puntuacion de palabras cercanas (Atlschul et al.,
Altschul et al., Nuc. Acids Res. 21: 3389-3402 (1977) y Altschul et al., J Mol. Biol. 215: 403-410 (1990)). Estos
aciertos iniciales de palabras vecinas actuan como semillas para iniciar las busquedas para encontrar los HSP que
los contienen. Los aciertos de palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia tanto como
pueda incrementarse la puntuacion de alineamiento acumulativa. Las puntuaciones acumulativas se calculan
usando, para secuencias de nucleotidos, los parametros M (puntuacién de recompensa para un par de restos de
coincidencia; siempre >0) y N (puntuacién de castigo para restos no coincidentes; siempre <0). Para las secuencias
de aminoacidos, se usa una matriz de puntuacion para calcular la puntuacion acumulativa. La extension de los
aciertos de palabra en cada direccion se detiene cuando: la puntuacién de alineamiento acumulativa disminuye en la
cantidad X desde su maximo valor conseguido; la puntuacidon acumulativa llega a cero o a un valor menor, debido a
la acumulacién de uno o mas alineamientos de restos de puntuacién negativa; o se alcanza el final de cualquier
secuencia. Los parametros W, T y X del algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y velocidad del alineamiento. El
programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una
expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparacion de ambas cadenas. Para secuencias de aminoacidos, el
programa BLASTP usa por defecto una longitud de palabra de 3, y expectativa (E) de 10 y alineamientos de matriz
de puntuacion BLOSUMG62 (véase Henikoff & Henifokk, Proc. Natl. Acad Sci. USA 89: 10915 (1989)) (B) de 50,
expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparacién de ambas cadenas.

Otro ejemplo de un algoritmo util es PILEUP. PILEUP crea un alineamiento de secuencia multiple a partir de un
grupo de secuencias relacionadas usando alineamientos progresivos, emparejados para demostrar la relacion y el
porcentaje de identidad de secuencia. También representa un denominado “arbol” o “dendrograma” que muestra la
relacion de agrupamiento usada para crear el alineamiento (véase, por ejemplo, la Figura 2). PILEUP usa una
simplificacion del método de alineamiento progresivo de Feng & Doolittle, J. Mol. Evol. 35: 351-360 (1987). El
método usado es similar al método descrito por Higgins & Sharp, CABIOS 5: 151-153 (1989). El programa puede
alinear hasta 300 secuencias, cada una de ellas con una longitud maxima de 5000 nucleétidos o aminoacidos. El
procedimiento de alineamiento multiple comienza con el alineamiento emparejado de dos secuencias mas similares,
que producen un agrupamiento de dos secuencias alineadas. Este agrupamiento se alinea después con la siguiente
secuencia mas relacionada o agrupamiento de secuencias alineadas. Dos grupos de secuencias se alinean
mediante una extension simple del alineamiento emparejado de dos secuencias individuales. El alineamiento final se
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consigue mediante una serie de alineamientos emparejados progresivos. El programa se realiza designando
secuencias especificas y sus coordinados de aminoacidos o nucledtidos para regiones de comparacion de
secuencia y designando los parametros del programa. Usando PILEUP, se compara una secuencia de referencia
con otras secuencias de ensayo para determinar el porcentaje de identidad de secuencia relacionada usando los
siguientes parametros: peso del hueco por defecto (3.00), peso de longitud de hueco por defecto (0,10) y huecos
terminales ponderados. PILEUP puede obtenerse del paquete informatico de andlisis de secuencia GCG, por
ejemplo, versién 7.0 (Deveraux et al., Nuc. Acids Res. 12: 387-395 (1984)) codificada por los genes obtenidos por la
traduccion conceptual de los marcos de lectura abiertos correspondientes. La comparacion de estas secuencias de
proteinas con todas las proteinas conocidas en las bases de datos de secuencias publicas usando el algoritmo
BLASTP revel6 su fuerte homologia con los miembros de la familia T1R, teniendo cada una de las secuencias de la
familia T1R una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente del 35 al 50%, y
preferiblemente al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65% y mas preferiblemente al menos el 70% con al
menos un miembro conocido de la familia.

B. Definiciones

Como se usa en este documento, los siguientes términos tienen los significados que se les atribuyen a menos que
se indique otra cosa.

Las “células gustativas” incluyen células neuroepiteliales que se organizan en grupos para formar botones gustativos
de la lengua, por ejemplo, células foliadas, fungiformes y circunvaladas (véase por ejemplo Roper et al., Ann. Rev.
Neurosci. 12:329-353 (1989)). Las células gustativas también se encuentran en el paladar y otros tejidos, tales como
el esdfago y el estbmago.

“T1R” se refiere a uno 0 mas miembros de una familia de receptores acoplados a proteina G que se expresan en las
células gustativas tales como células foliadas, fungiformes y circunvaladas, asi como en células del paladar, y
esofago (véase, por ejemplo, Hoon et al.,, Cell, 96:541-551 (1999). Los miembros de esta familia también se
denominan como GPCR-B3 y TR1 en el documento WO 00/06592 asi como GPCR-B4 y TR2 en el documento WO
00/06593. Los GPCR-B3 en este documento también se denominan rT1R1 y los GPCR-B4 se denominan rT1R2.
Las células receptoras gustativas también pueden identificarse en base a la morfologia (véase por ejemplo Roper,
anteriormente) o mediante la expresién de proteinas expresadas especificamente en las células gustativas. Los
miembros de la familia T1R pueden tener la capacidad de actuar como receptores para la transduccion del gusto
dulce o para distinguir entre otras diversas modalidades gustativas.

Los acidos nucleicos “T1R” codifican una familia de los GPCR con siete regiones transmembrana que tienen
“actividad receptora acoplada a proteina G”, por ejemplo, pueden unirse a proteinas G en respuesta al estimulo
extracelular y promover la producciéon de mensajeros segundos tales como IP3, AMPc, CMPc y Ca?* mediante la
estimulacién de enzimas tales como fosfolipasa C y adenilato ciclasa (para una descripcion de la estructura y funcion
de las GPCR, véase, por ejemplo, Fong, anteriormente, y Baldwin, anteriormente). Una sola célula gustativa puede
contener muchos polipéptidos T1R distintos.

El término familia “T1R” por lo tanto se refiere a variantes, alelos, mutantes polimérficos y homélogos interespecie
que: (1) tienen una identidad de secuencia de amino acidos de al menos aproximadamente del 35 al 50%,
opcionalmente aproximadamente una identidad de secuencia de aminoacidos de 60, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 6
99% con las SEC ID N°: 4, 10, 12, 14 6 17, sobre una ventana de aproximadamente 25 aminoacidos, opcionalmente
50-100 aminoacidos; (2) se unen especificamente a anticuerpos provocados frente un inmunégeno que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 4, 10, 12, 14, 17 y variantes
de las mismas modificadas de manera conservativa; (3) los codifica una molécula de acido nucleico que se hibrida
especificamente (con un tamafo de al menos aproximadamente 100, opcionalmente al menos aproximadamente
500-1000 nucledtidos) en condiciones de hibridacion rigurosas a una secuencia seleccionada del grupo que consiste
en las SEC ID N°: 1, 2, 3, 9, 11, 13, 15, 16, 20 y variantes de las mismas modificadas de manera conservativa; (4)
comprenden una secuencia con una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente del 35
al 50% seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N° 4, 10, 12, 14 6 17; 6 (5) se amplifican mediante
cebadores que se hibridan especificamente en condiciones de hibridacion rigurosas con la misma secuencia que los
conjuntos de cebadores degenerados que codifican las SEC ID N°: 7, 8 y variantes de las mismas modificadas de
manera conservativa.

Topoldgicamente, determinados GPCR quimiosensoriales tienen un "dominio N-terminal”, “dominios extracelulares”;
“dominios transmembrana” que comprenden siete regiones transmembrana y los correspondientes bucles
citoplasmicos y extracelulares; “dominios citoplasmicos” y un “domino C-terminal” (véase, por ejemplo, Hoon et al.,
Cell, 96:541-551 (1999); Buck & Axel, Cell, 65:175-187 (1991)). Estos dominios pueden identificarse
estructuralmente usando métodos conocidos por los expertos en la materia, tal como programas de analisis de
secuencia que identifican dominios hidréfobos e hidréfilos (véase, por ejemplo Stryer, Biochemistry, (3rd ed. 1988);
véase también cualquiera de los numeros de Internet en base a programas de analisis de secuencia, tales como los
encontrados en dot.imgen.bcm.tmc.edu). Dichos dominios son utiles para preparar proteinas quiméricas y para
ensayos in vitro de la invencion, por ejemplo, ensayos de unién a ligando.
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“Dominios extracelulares” se refiere por lo tanto a los dominios de los polipéptidos T1R que sobresalen de la
membrana celular y quedan expuestos en la superficie extracelular de la célula. Dichos dominios generalmente
incluyen el “dominio N-terminal” que se expone en la superficie extracelular de la célula, y opcionalmente puede
incluir partes de los bucles extracelulares del dominio transmembrana que se exponen en la superficie extracelular
de la célula, es decir, los bucles entre regiones transmembrana 2 y 3, entre regiones transmembrana 4 y 5 y entre
regiones transmembrana 6 y 7.

La region “dominio N-terminal” comienza en el extremo N y se extiende hasta una regién cerca del inicio del dominio
transmembrana. Mas particularmente, en una realizacion de la invencién, este dominio comienza en el extremo N y
acaba aproximadamente en el acido glutamico conservado en la posicion aminoacidica 563 mas o menos
aproximadamente 20 aminoacidos. La regidon correspondiente a los aminoacidos 1-580 de la SEC ID 40 es una
realizacién particular de un dominio extracelular que se prolonga ligeramente dentro del dominio transmembrana.
Estos dominios extracelulares son Utiles para realizar ensayos in vitro de unién a ligando, tanto en fase soluble como
sélida. Ademas, las regiones transmembrana, descritas a continuacién, también pueden unirse a cualquier ligando
en combinacion con el dominio extracelular y por lo tanto son utiles para realizar ensayos in vitro de unién a ligando.

El “dominio transmembrana”, que comprende las siete “regiones transmembrana”, se refiere al dominio de los
polipéptidos T1R que estan dentro de la membrana plasmatica y también puede incluir los bucles citoplasmicos
(intracelulares) y extracelulares correspondientes. En una realizacién, esta regién corresponde al dominio de los
miembros de la familia de T1R que comienza aproximadamente en el resto del acido glutamico conservado en la
posicién aminoacidica 563 mas o menos 20 aminoacidos y acaba aproximadamente en el resto aminoacidico
conservado de tirosina conservada en la posicion 812 mas o menos aproximadamente 10 aminoacidos. Las siete
regiones transmembrana y los bucles extracelulares y citoplasmicos pueden identificarse usando métodos
convencionales, como se describe en Kyte & Doolittle, J. Mol, Biol, 157:105-32 (1982)), o en Stryer, anteriormente.

Los “dominios citoplasmicos” se refieren a los dominios de los polipéptidos T1R orientados hacia el interior de la
célula, por ejemplo el “dominio C terminal” y los bucles intracelulares del dominio transmembrana, por ejemplo, el
bucle intracelular entre regiones transmembrana 1y 2, el bucle intracelular entre regiones transmembrana 3y 4 y el
bucle intracelular entre regiones transmembrana 5 y 6. “El dominio C terminal” se refiere a la regién que abarca el
extremo del uUltimo dominio transmembrana y el extremo C de la proteina y que normalmente se localiza dentro del
citoplasma. En una realizacién, esta region comienza en el resto aminoacidico conservado de tirosina en la posiciéon
812 mas o menos aproximadamente 10 aminoacidos y continda hasta el extremo C del polipéptido.

La expresién “regiéon de union a ligando” o “dominio de unién a ligando” se refiere a secuencias derivadas de un
receptor quimiosensorial, particularmente un receptor gustativo, que sustancialmente incorpora al menos el dominio
extracelular del receptor. En una realizacién, el dominio extracelular de la regién de union a ligando puede incluir el
domino N-terminal y, opcionalmente, partes del dominio transmembrana, tales como los bucles extracelulares del
dominio transmembrana. La region de unién a ligando puede ser capaz de unirse a un ligando, y mas
particularmente a una sustancia gustativa.

La frase “efectos funcionales” en el contexto de ensayos para ensayar compuestos que modulan miembros de la
familia T1R que intervienen en la traduccidn gustativa incluye la determinacidon de cualquier parametro que esta
directa o indirectamente bajo la influencia del receptor, por ejemplo, efectos funcionales, fisicos y quimicos. Esto
incluye la unién a ligando, cambios en el flujo idnico, potencial de membrana, flujo de corriente, transcripcién, union
a proteina G, fosforilacion o desfosforilacion del GPCR, sefial de transduccién, interacciones ligando-receptor,
concentraciones del segundo mensajero (por ejemplo, AMPc, GMPc, IP3 o ca® intracelular), in vitro, in vivo, y ex
vivo y también incluye otros efectos fisiolégicos que aumentan o disminuyen la liberacidon del neurotransmisor u
hormona.

En el contexto de los ensayos por “determinacion del efecto funcional” se refiere a ensayos para un compuesto que
aumentan o disminuyen un parametro que esta directa o indirectamente bajo la influencia de un miembro de la
familia de T1R, por ejemplo, efectos funcionales, fisicos y quimicos. Dichos efectos funcionales pueden medirse por
cualquiera de los medios conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo, cambios en las caracteristicas
espectroscépicas (por ejemplo, fluorescencia, absorbancia, indice refractivo), propiedades hidrodinamicas (por
ejemplo, forma), cromatograficas o de solubilidad, pinzamiento zonal, colorantes potenciométricos, corrientes de
célula entera, salida de radiois6topo, marcadores inducibles, expresion génica de T1R en oocitos; expresion de T1R
en células de cultivo tisular; activacion transcripcional de genes de T1R; ensayos de union a ligando; cambios de
tension, potencial de membrana y conductancia; ensayos de flujo iénico; cambios en segundos mensajeros
intracelulares tales como AMPc, GMPc y trifosfato inositol (IP3); cambios en los niveles de calcio intracelular;
liberaciéon neurotransmisora y similares.

Los términos “inhibidores”, “activadores”, y “moduladores” de genes o proteinas de T1R se usan de manera
intercambiable para referirse a moléculas inhibidoras, activadoras o moduladoras identificadas usando ensayos in
vitro e in vivo para la transduccién gustativa, por ejemplo, ligandos, agonistas, antagonistas y sus homélogos y
miméticos. Los inhibidores son compuestos que, por ejemplo, se unen a, estimulan en bloque total o parcialmente,
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disminuyen, impiden, retardan la activacion, inactivan, desensibilizan o regulan disminuyendo la transduccion
gustativa, por ejemplo, antagonistas. Los activadores son compuestos que, por ejemplo, se unen a, estimulan,
aumentan, abren, activan, facilitan, potencian la activacién, sensibilizan o regulan aumentando la transduccién
gustativa, por ejemplo, agonistas. Los moduladores incluyen compuestos que, por ejemplo, modifican la interaccion
de un receptor con: proteinas extracelulares que se unen a activadores o inhibidores (por ejemplo ebnerina y otros
miembros de la familia portadora hidréfoba); proteinas G; quinasas (por ejemplo, homélogos de rodopsina quinasa y
quinasas del receptor beta adrenérgico implicadas en la desactivacion y desensibilizacion de un receptor); y
arrestinas, que también desactivan y desensibilizan receptores. Los moduladores pueden incluir versiones
modificadas genéticamente de miembros de la familia de T1R, por ejemplo, con actividad modificada, asi como
ligandos, antagonistas, agonistas de origen natural y sintéticos, pequefias moléculas quimicas y similares. Dichos
ensayos para inhibidores y activadores incluyen, por ejemplo, la expresién de miembros de la familia de T1R en
células o membranas celulares, la aplicacion de supuestos compuestos moduladores en presencia o ausencia de
sustancias gustativas, por ejemplo, sustancias gustativas dulces y después determinar los efectos funcionales en la
transduccion gustativa, como se ha descrito anteriormente. Las muestras o los ensayos que comprenden los
miembros de la familia T1R que se tratan con un activador, inhibidor o modulador potencial se comparan con
muestras de control sin el inhibidor, activador o modulador para examinar el grado de modulacion. A las muestras de
control (no tratadas con moduladores) se les asigna un valor de actividad T1R relativo del 100%. La inhibicion de un
T1R se consigue cuando el valor de actividad de T1R con respecto al control es de aproximadamente el 80%,
opcionalmente el 50% o del 25-0%. La activacion de un T1R se consigue cuando el valor de actividad de T1R con
respecto al control es el 110%, opcionalmente el 150%, opcionalmente el 200-500% o superior a 1.000-3.000%.

Las expresiones “purificado”, “sustancialmente purificado”, y “aislado” como se usa en este documento se refiere al
estado de estar libre de otros compuestos diferentes con los que el compuesto de la invencién esta normalmente
asociado en su estado natural, de manera que el objeto “purificado”, “sustancialmente purificado”, y “aislado”
comprende al menos el 0,5%, 1 %, 5%, 10% o 20%, y mas preferiblemente al menos el 50% o el 75% de la masa,
por peso, de una muestra determinada. En una realizacion preferida, estas expresiones se refieren al compuesto de
la invencion que comprende al menos el 95% de la masa, por peso, de una muestra determinada. Como se usa en
este documento, las expresiones “purificado”, “sustancialmente purificado”, y “aislado”, cuando se refieren a un acido
nucleico o proteina, de acidos nucleicos o proteinas, también se refiere a un estado de purificaciéon o concentracion
diferente al que ocurre de manera natural en el mamifero, especialmente en el cuerpo humano. Cualquier grado de
purificacion o concentracion superior al que ocurre de manera natural en el mamifero, especialmente el cuerpo
humano, incluyendo (1) la purificacion de otras estructuras o compuestos asociados o (2) la asociacion con
estructuras o compuestos con los que no se encuentra normalmente asociado en el mamifero, especialmente el
cuerpo humano, se encuentra dentro del significado de “aislado”. De acuerdo con una diversidad de métodos y
procesos conocidos por los expertos en la materia, el acido nucleico o proteina o clases de acidos nucleicos o
proteinas, descritos en este documento, pueden aislarse o asociarse de otra manera con estructuras o compuestos
con los que normalmente no estan asociados de manera natural.

Como se usa en este documento, el término “aislado”, cuando se refiere a un acido nucleico o polipéptido se refiere
a un estado de purificacion o concentracion diferente al que ocurre de manera natural en el mamifero, especialmente
en el cuerpo humano. Cualquier grado de purificacion o concentracion superior al que ocurre de manera natural en
el cuerpo, incluyendo (1) la purificacién de otras estructuras o compuestos asociados de origen natural o (2) la
asociacion con estructuras o compuestos con los que no se encuentra normalmente asociado en el cuerpo esta
dentro del significado de “aislado” como se usa en este documento. De acuerdo con una diversidad de métodos y
procesos conocidos por los expertos en la materia, los acidos nucleicos o polipéptidos descritos en este documento
pueden aislarse o asociarse de otra manera con estructuras o compuestos con los que normalmente no estan
asociados de manera natural.

Como se usa en este documento, los términos “amplificar” y “amplificacién” se refieren al uso de cualquier
metodologia de amplificacion adecuada para generar o detectar acidos nucleicos expresados de manera natural o
recombinante, como se describe con detalle, a continuaciéon. Por ejemplo, la invencién proporciona métodos y
reactivos (por ejemplo, pares de cebadores oligonucleotidicos degenerados especificos) para amplificar (por
ejemplo, por reaccion en cadena de la polimerasa, PCR) acidos nucleicos (por ejemplo, ADNc) recombinantes o
expresados de manera natural (por ejemplo ARNm o gendmico) de la invencion (por ejemplo secuencias de la
invencion de union a sustancias gustativas) in vivo o in vitro.

La expresion “receptor 7-transmembrana” significa un polipéptido que pertenece a una superfamilia de proteinas
transmembrana que tienen siete dominios que incluye siete veces la membrana plasmatica (por tanto, los siete
dominios se denominan dominios “transmembrana” o “TM” de TM | a TM VII). Cada una de las familias de receptores
olfativos y de determinados receptores gustativos pertenece a esta superfamilia. Los polipéptidos del receptor 7-
transmembrana tienen estructuras primarias secundarias y terciarias similares y caracteristicas, como se describe
con detalle a continuacion.

El término “biblioteca” significa una preparacién que es una mezcla de diferentes moléculas polipeptidicas o de
acidos nucleicos, tales como la biblioteca de dominios de unién a ligando del receptor gustativo particularmente
quimiosensorial, generada por la amplificacién de acidos nucleicos con pares de cebadores degenerados o una
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coleccion de vectores aislada que incorpora los dominios de union a ligando amplificados o0 una mezcla de células
transfectadas aleatoriamente cada una de ellas con al menos un vector que codifica un receptor gustativo.

La expresion “acido nucleico” o “secuencia de acido nucleico” se refiere a un oligonucledtido desoxirribonucleétido o
ribonucledtido en forma de cadena monocatenaria o bicatenaria. El término incluye acidos nucleicos, es decir,
oligonucleétidos, que contienen analogos de nucleétidos naturales conocidos. El término también incluye estructuras
similares a acidos nucleicos con esqueletos sintéticos (véase por ejemplo, Oligonucleotides and Analogues, a
Practical Approach, ed. F. Eckstein, Oxford Univ. Press (1991); Antisense Strategic Annals of the N.Y. Academy of
Sciences, Vol. 600, Eds. Baserga et al (NYAS 1992) Milligan J. Med, Chem. 36:1923-1937 (1993); Antisense
Research and Applications (1993, CRC Press), WO 97/03211; WO 96739154; Mata, Toxicol App! Pharmacol.
144:189-197 (1997); Strauss-Soukup, Biochemistry 36:8692-8698 (1997); Samstag, Antisense Nucleic Acid Drug
Dev, 6:153-156 (1996)).

A menos que se indique otra cosa, una secuencia particular de acido nucleico también incluye implicitamente
variantes de la misma modificada de manera conservativa (por ejemplo, sustituciones de codones degenerados) y
secuencias complementarias, asi como la decencia explicitamente indicada. Especificamente, pueden conseguirse
sustituciones de codones degenerados generando, por ejemplo, secuencias en las que la tercera posiciéon de uno o
mas codones seleccionados se sustituye por restos desoxiinosina y/o bases mezcladas (Bateer et al., Nucleic Acid
Res., 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J Biol. Chem., 260:2605-2608 (1985); Rossolizn et al., Mol. Cell. Probes, 8:91-
98 (1994)). El término acido nucleico se usa de manera intercambiable con genes, ADNc, ARNm, oligonucleétidos y
polinucledtidos.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan de manera intercambiable en este documento para
referirse a un polimero de restos aminoacidicos. Los términos se refieren a polimeros de aminoéacidos en los que
uno o mas restos aminoacidicos es un mimeético quimico artificial de un aminoacido de origen natural
correspondiente, asi como a polimeros de aminoacidos de origen natural y polimeros de aminoacidos de origen no
natural.

La expresion “dominio de translocacion de la membrana plasmatica” o simplemente “dominio de
translocacion” significa un dominio polipeptidico que, cuando se incorpora en el extremo amino de una secuencia
que codifica un polipéptido, puede servir como “chaperona” (acompafante) o “translocar’ la proteina hibrida
(“fusidn”) hacia la membrana plasmatica celular con gran eficacia. Por ejemplo, un “domino de translocacion” puede
proceder del extremo amino del polipéptido del receptor de rodopsina bovino, un receptor de 7 dominios
transmembrana. Sin embargo, puede usarse la rodopsina de cualquier mamifero, de manera que puede facilitarse la
translocacion de otras secuencias. Por tanto, el dominio de translocacion es particularmente eficaz en la
translocacién de proteinas de fusién de 7 dominios transmembrana hacia la membrana plasmatica y una proteina
(por ejemplo, un polipéptido de receptor gustativo) que comprenda un dominio de translocacién amino terminal se
transportara a la membrana plasmatica de manera mas eficaz que sin el dominio. Sin embargo, si el dominio N-
terminal del polipéptido es activo en la unién, puede preferirse el uso de otros dominios de translocacion.

El “dominio de translocacién”, “dominio de unién a ligando” y composiciones de receptores quiméricos como se
describe en este documento también incluyen “andlogos”, o “variantes conservativas” y “miméticos” (“péptido
miméticos”) con estructuras y actividad que sustancialmente corresponden a las secuencias ejemplares. Por tanto,
las expresiones “variante conservativa” o “analogo” o “mimético” se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia
de aminoacidos modificada, de manera que el cambio (o los cambios) no modifican sustancialmente la estructura y/o
actividad del polipéptido (de las variantes conservativas), como se define en este documento. Esto incluye
variaciones de una secuencia de aminoacidos modificada de manera conservativa, es decir sustituciones, adiciones
o deleciones de aquellos restos aminoacidicos que no son criticos para actividad de la proteina, o la sustitucién de
aminoacidos por restos que tienen propiedades similares (por ejemplo, acidos, basicos, cargados positiva o
negativamente, polares o no polar, etc.) de manera que las sustituciones de aminoacidos incluso criticos no modifica
sustancialmente la estructura y/o la actividad.

Mas particularmente, las “variantes modificadas de manera conservativa” se aplican tanto a las secuencias de
aminoacidos como a las de los acidos nucleicos. Con respecto a las secuencias de acido nucleico en particular, las
variantes modificadas de manera conservativa se refiere a aquellos acidos nucleicos que codifican secuencias de
aminodacidos idénticas o esencialmente idénticas, o en las que el acido nucleico no codifica una secuencia de
aminodacidos, para secuencias esencialmente idénticas. Debido a la degeneracion del cddigo genético, una gran
cantidad de acidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican cualquier proteina determinada.

Por ejemplo, todos los codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican el aminoacido alanina. Por tanto, en cualquier
posicion en la que un codon especifique una alanina, el codon puede modificarse a cualquiera de los codones
correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado.

Dichas variaciones de los acidos nucleicos son “variaciones silenciosas”, que son una especie de variaciones
modificadas de manera conservativa. En este documento cada secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido también describe cada posible variacion silenciosa del acido nucleico. Un experto en la materia
reconocera que en un acido nucleico cada codon (excepto AUG, que generalmente es el Unico codon para la
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metionina y TGG, que generalmente es el Unico codon para el triptéfano) puede modificarse para producir una
molécula funcionalmente idéntica. Por consiguiente, cada variacion silenciosa de un acido nucleico que codifica un
polipéptido esta implicita en cada secuencia descrita.

En la técnica se conocen bien las tablas de sustitucién conservativa que proporcionan aminoacidos de funcionalidad
similar. Por ejemplo, una directriz ejemplar para seleccionar sustituciones conservativas incluye (restos originales
seguido de sustituciones ejemplares): ala/gly o ser, arg/lys; asn/gin o his; asp/glu; cys/ser; gln/asn; gly/asp; gly/ala o
pro; his/asn o gIn; ile/leu o val; leu/ile o val; lys/arg o gin o glu; met/leu o tyr o ile; phe/met o leu o tyr; ser/thr; thr/ser;
trp/tyr; tyr/trp o phe; vallile o leu. Una directriz ejemplar alternativa usa los seis grupos siguientes, conteniendo cada
uno aminoacidos que son sustituciones conservativas con respecto al otro: 1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T);
2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina (R), Lisina (l); 5) Isoleucina
(1), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); y 6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W); (véase también, por
ejemplo, Creighton, Proteins, W.H. Freeman and Company (1984); Schultz and Schimer, Principles of Protein
Structure, Springer-Vrlag (1979)). Un experto en la materia apreciara que las sustituciones indicadas anteriormente
no son las sustituciones conservativas Unicamente posibles. Por ejemplo, para algunos propésitos, se puede
considerar a todos los aminoacidos cargados como sustituciones conservativas para los demas tanto si son positivos
como negativos. Ademas, las sustituciones, deleciones o adiciones individuales que modifican, afiaden o eliminan un
solo aminoacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos en una secuencia codificada también pueden
considerarse “variaciones modificadas de manera conservativa”.

Los términos “mimético” y “peptidomimético” se refieren a un compuesto quimico sintético que tiene
sustancialmente las mismas caracteristicas estructurales y/o funcionales de los polipéptidos, por ejemplo, dominios
de translocacién, dominios de unién a ligando o receptores quiméricos de la invencion. EI mimético puede estar
completamente formado por analogos de aminoacidos sintéticos, no naturales o pueden ser una molécula quimérica
de aminoacidos peptidicos parcialmente naturales y analogos de aminoacidos parcialmente no naturales. El
mimético puede incorporar también cualquier cantidad de sustituciones conservativas de aminoacidos naturales
siempre que dichas sustituciones tampoco modifiquen sustancialmente la estructura y/o actividad del mimético. .

Como en el caso de los polipéptidos de la invencién que son variantes conservativas, la experimentacién rutinaria
determinara si un mimético esta dentro del alcance de la invencion, es decir, que su estructura y/o funciéon no esté
sustancialmente modificada. Las composiciones miméticas polipeptidicas pueden contener cualquier combinacion
de componentes estructurales no naturales, que tipicamente son de tres grupos estructurales: a) grupos de enlace a
restos distintos de los enlaces de union amina naturales (“enlace peptidico”); b) restos no naturales en lugar de
restos aminoacidicos de origen natural; o c) restos que inducen mimetismo estructural secundario, es decir, para
inducir o estabilizar una estructura secundaria, por ejemplo, un giro beta, un giro gama, una lamina beta, una
conformacion de hélice alfa y similares. Un polipéptido puede caracterizarse como un mimético cuando todos o
algunos de sus restos estan unidos por medios quimicos distintos de los enlaces peptidicos naturales. Los restos
peptidomiméticos individuales pueden unirse por enlaces peptidicos, otros enlaces quimicos o medios de
acoplamiento, tales, por ejemplo, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida, maleimidas bifuncionales, N,N’-
dicloxihexilcarbodiimida (DCC) o N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC). Los grupos de enlace que pueden ser una
alternativa a los enlaces de unién amina tradicionales (“enlace peptidico”) incluyen, por ejemplo, quetometileno (por
ejemplo, -C(=0)-CHz- para -C(=0)-NH-), aminometileno (CH»>-NH), etileno, olefina (CH=CH), éter (CH-O), tioéter
(CH>-S), tetrazol (CNy), tiazol, retroamida, tioamida o éster (véase, por ejemplo Spatola, Chemistry and Biochemistry
of Amino Acids, Peptides and Proteins, Vol. 7, pags. 267-357, "Peptide Backbone Modifications,” Marcell Dekker, NY
(1983)). Un polipéptido también puede caracterizarse como un mimético conteniendo todos o algunos restos no
naturales en lugar de restos aminoacidicos de origen natural; los restos no naturales se describen bien en la
bibliografia cientifica y de patentes.

Un “marcador” o un “resto detectable” es una composicion detectable por medios espectroscopicos, fotoquimicos,
bioquimicos, inmunoquimicos o quimicos. Por ejemplo, los marcadores utiles incluyen **P, colorantes fluorescentes,
reactivos de densidad electronica, enzimas (por ejemplo, como las comunmente usadas en un ELISA), biotina,
digoxigenina o haptenos y proteinas que pueden hacerse detectables, por ejemplo, incorporando una radiomarca en
el polipéptido o usarse para detectar anticuerpos especificamente reactivos con el péptido.

Un “oligonucledtido o sonda de acidos nucleicos marcado” es uno que se une, de manera covalente, mediante un
conector o un enlace quimico, o de manera no covalente, mediante enlaces ionicos, van der Waals, electrostaticos o
hidrégeno a una etiqueta de manera que la presencia de la sonda puede detectarse detectando la presencia del
marcador unido a la sonda.

Como se usa en este documento un “oligonucleétido o sonda de acidos nucleicos” se define como un acido nucleico
capaz de unirse a un acido nucleico diana de secuencia complementaria mediante uno o mas tipos de enlaces
quimicos, normalmente mediante pares de bases complementarias, normalmente mediante la formacion de enlaces
de hidrégeno. Como se usa en este documento, una sonda puede incluir bases naturales (es decir, A, G, Co T) o
modificadas (7-deazaguanosina, inosina, etc.). Ademas, en una sonda las bases pueden unirse mediante un enlace
distinto a un enlace fosfodiéster, siempre que no interfiera con la hibridacién. Por tanto, por ejemplo, las sondas
pueden ser acidos nucleicos peptidicos en los que las bases constituyentes estan unidas por enlaces peptidicos en

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2396 681 T3

lugar de por enlaces fosfodiéster. Un experto en la técnica entendera que las sondas pueden unirse a secuencias
diana que carecen de complementariedad completa con la secuencia de la sonda dependiendo de la rigurosidad de
las condiciones de hibridacion. Las sondas opcionalmente se marcan directamente con isétopos, cromoforos,
luminéforos, cromégenos o se marcan indirectamente tal como con biotina a la cual posteriormente puede unirse un
complejo de estreptavidina. Ensayando la presencia o la ausencia de la sonda, se puede detectar la presencia o
ausencia de la secuencia o subsecuencia seleccionada.

El término “heterélogo” cuando se usa con respecto a partes de un acido nucleico indica que el acido nucleico
comprende dos 0 mas subsecuencias que no se encuentran en la misma relaciéon entre si en la naturaleza. Por
ejemplo, el acido nucleico se produce tipicamente de manera recombinante, teniendo dos o mas secuencias de
genes no relacionados dispuestas para formar un nuevo acido nucleico funcional, por ejemplo un promotor de una
fuente y una regién codificante de otra fuente. De manera similar, una proteina heteréloga indica que la proteina
comprende dos o mas subsecuencias que no se encuentran en la misma relacién entre si en la naturaleza (por
ejemplo, una proteina de fusion).

Un “promotor” se define como un conjunto de secuencias de acido nucleico que dirigen la transcripcion del acido
nucleico. Como se usa en este documento, un promotor incluye secuencias de acido nucleico necesarias cerca del
sitio de inicio de la transcripcion, tales como, en el caso de un promotor de tipo polimerasa Il, un elemento TATA. Un
promotor también incluye opcionalmente elementos represores o potenciadores distales, que pueden situarse tanto
como a varios miles de pares de bases del sitio de inicio de la transcripcion. Un promotor “constitutivo” es un
promotor que es activo en la mayoria de las condiciones ambientales y de desarrollo. Un promotor “inducible” es un
promotor que es activo bajo regulacién ambiental o de desarrollo. La expresién “unido operativamente” se refiere a
una union funcional entre una secuencia de control de expresion de un &cido nucleico (tal como un promotor o
conjunto de sitios de union al factor de transcripcion) y una segunda secuencia de acido nucleico, en el que la
secuencia de control de expresion dirige la transcripcion del acido nucleico correspondiente a la segunda secuencia.

Como se usa en este documento, “recombinante” se refiere a un polinucléotido sintetizado o de otra manera
manipulado in vitro (por ejemplo “polinucleétido recombinante”), a métodos de uso de polinucleétidos recombinantes
para producir productos génicos en células u otros sistemas bioldgicos, o a un polipéptido (“proteina recombinante”)
codificado por un polinucleétido recombinante. Los “medios recombinantes” también incluyen el ligamiento de acidos
nucleicos que tienen diversas regiones codificantes o dominios o secuencias promotoras de diferentes fuentes en un
casete o vector de expresién para la expresion de, por ejemplo, la expresion inducible o constitutiva de una proteina
de fusién que comprende un domino de translocacion de la invenciéon y una secuencia de acidos nucleicos
amplificada usando un cebador de la invencion.

La frase “se hibrida selectivamente (o especificamente) a” se refiere a la unién, duplexado o hibridacién de una
molécula unicamente a una secuencia de nucledtidos particular en condiciones rigurosas de hibridacion cuando esa
secuencia esta presente en una mezcla compleja (por ejemplo, ADN o ARN celular total o biblioteca).

La frase “condiciones rigurosas de hibridacién” se refiere a condiciones en las que una sonda hibridara con su
secuencia diana, tipicamente en una mezcla compleja de acido nucleico pero no con otras secuencias. Las
condiciones rigurosas dependen de la secuencia y seran diferentes en diferentes circunstancias. Las secuencias
mas largas se hibridan especificamente a temperaturas elevadas. En Tijssen, Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology-Hybridisation with Nucleic Probes, “Overview of principles of hybridization and the strategy of
nucleic acid assays” (1993), se encuentra una guia exhaustiva sobre hibridacién de acidos nucleicos. Generalmente,
las condiciones rigurosas se seleccionan para ser de aproximadamente 5-10°C inferiores al punto de fusién térmico
(Tm) para la secuencia especifica a un pH de fuerza idnica definida. El Tm es la temperatura (bajo fuerza iénica, pH
y concentracion de acido nucleico definidos) en la que el 50% de las sondas complementarias a la diana se hibridan
con la secuencia diana en equilibrio (ya que, a Tm, estén presentes secuencias diana en exceso, el 50% de las
sondas se ocupan en equilibrio). Las condiciones rigurosas seran aquellas en las que la concentracién de sal es
menor de aproximadamente 1,0 M de ién sodio, tipicamente aproximadamente de 0,01 a 1,0 M de concentracion de
i6n sodio (u otras sales) a pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura es al menos aproximadamente de 30°C para sondas
cortas (por ejemplo, de 10 a 50 nucleétidos) y de al menos aproximadamente 60°C para sondas largas (por ejemplo,
superiores a 50 nucleétidos). Las condiciones rigurosas también pueden conseguirse con la adicion de agentes
desestabilizantes tales como formamida. Para la hibridacién selectiva o especifica, una sefal positiva es al menos
dos veces el fondo, opcionalmente 10 veces el fondo de hibridacion. Las condiciones de hibridacién rigurosas
ejemplares pueden ser las siguientes: formamida al 50%, SSC 5x y SDS al 1%, incubando a 42°C, o, SSC 5x, SDS
al 1%, incubando a 65°C, con lavado en SSC 0,2x y SDS al 0,1% a 65°C. Dichas hibridaciones y etapas de lavado
pueden realizarse durante, por ejemplo, 1, 2, 5, 10, 15, 30, 60 minutos o mas.

Los acidos nucleicos que no se hibridan entre si en condiciones rigurosas se encuentran aun sustancialmente
relacionados si los polipéptidos que los codifican se encuentran sustancialmente relacionados. Esto se produce, por
ejemplo, cuando se crea una copia de un acido nucleico usando la degeneracién maxima de codones permitida por
el cddigo genético. En dichos casos, los acidos nucleicos tipicamente se hibridan en condiciones de hibridacion
moderadamente rigurosas. Las “condiciones de hibridacion moderadamente rigurosas” ejemplares incluyen una
hibridacion en un tampon de formamida al 40%, NaCl 1 M, SDS 1% a 37°C y un lavado en SSC 1X a 45°. Dichas
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etapas de hibridaciéon y de lavado pueden realizarse, por ejemplo, durante 1, 2, 5, 10, 15, 30, 60, minutos 0 mas.
Una hibridacién positiva es al menos el doble del nivel de fondo. Los expertos en la materia reconoceran facilmente
que para proporcionar condiciones de rigurosidad similares pueden utilizarse condiciones de hibridacién y lavado
alternativas.

“Anticuerpo” se refiere a un polipéptido que comprende una region flanqueante de un gen o de inmunoglobulina o
fragmentos del mismo que se une y reconoce especificamente a un antigeno. Los genes de inmunoglobulina
reconocidos incluyen genes de la region constante de kappa, lambda, alfa, gama, delta, épsilon y mu, asi como los
miles de genes de la regioén variable de la inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o lambda.
Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, que a su vez definen las clases de
inmunoglobulina, 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente.

Una unidad estructural (anticuerpo) de inmunoglobulina ejemplar comprende un tetramero. Cada tetramero esta
compuesto de dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas idénticas, teniendo cada par una cadena ‘ligera”
(aproximadamente 25 kDa) y una cadena “pesada” (aproximadamente 50-70 kDa). El extremo N de cada cadena
define una regién variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos principalmente responsables del
reconocimiento del antigeno. Los términos cadena ligera variable (VL) y cadena pesada variable (VH) se refieren a
estas cadenas ligera y pesada respectivamente.

Un “anticuerpo quimérico” es una molécula de anticuerpo en la que (a) la regién constante, o una parte de la misma,
se modifica, se sustituye o se intercambia de manera que el sitio de unién al antigeno (region variable) esta unido a
una region constante de una clase diferente o modificada, especie y/o funcién efectora o una molécula totalmente
diferente que confiere nuevas propiedades al anticuerpo quimérico, por ejemplo, una enzima, toxina, hormona, factor
de crecimiento, farmaco, etc.; o (b) la region variable, o una parte de la misma, se modifica, se sustituye o se
intercambia por una region variable que tiene una especificidad antigénica modificada o diferente.

Un anticuerpo “anti-T1R” es un anticuerpo con fragmento de anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido
codificado por un gen T1R, un ADNc o una subsecuencia de los mismos.

El término “inmunoensayo” es un ensayo que usa un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno. El
inmunoensayo se caracteriza por el uso de propiedades de union especificas de un anticuerpo particular para aislar,
conducir y/o cuantificar el antigeno.

La frase “se une especificamente (o selectivamente)’ a un anticuerpo o, “especificamente (o selectivamente)
inmunoreactivo con”, cuando se refiere a una proteina o péptido, se refiere a una reaccion de unién que determina la
presencia de la proteina en una poblacion heterogénea de proteinas u otros agentes biolégicos. Por tanto, en las
condiciones de inmunoensayo indicadas, los anticuerpos especificos se unen a una proteina particular al menos dos
veces el fondo y no se unen sustancialmente en una cantidad significativa a otras proteinas presentes en la muestra.
La unién especifica a un anticuerpo en dichas condiciones puede necesitar que se seleccione un anticuerpo para
determinar su especificidad para una proteina en particular. Por ejemplo, pueden seleccionarse anticuerpos
policlonales provocados para un miembro de la familia de T1R a partir de especies especificas tales como rata, raton
0 ser humano para obtener unicamente aquellos anticuerpos policlonales que inmunoreaccionen especificamente
con el polipéptido T1R o una parte inmunogénica del mismo y no con otras proteinas, excepto para ortélogos o
variantes polimérficas y alelos del polipéptido T1R. Esta seleccién puede conseguirse sustrayendo anticuerpos que
reaccionan en cruzado con moléculas T1R de otras especies u otras moléculas T1R. Los anticuerpos también
pueden seleccionarse para que reconozcan uUnicamente los miembros de la familia GPCR de T1R pero no a los
GPCR de otras familias. Puede usarse una diversidad de formatos de inmunoensayo para seleccionar anticuerpos
que inmunoreaccionen especificamente con una proteina en particular. Por ejemplo, rutinariamente se usan
inmunoensayos ELISA en fase sélida para seleccionar anticuerpos que inmunoreaccionan especificamente con una
proteina (véase, por ejemplo., Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, (1988), para una descripcion de
formatos y condiciones de inmunoensayo que pueden usarse para determinar la inmunoreactividad especifica).
Tipicamente una reaccién especifica o selectiva sera al menos dos veces la sefial o interferencia de fondo y mas
tipicamente mas de 10 a 100 veces el fondo.

La frase “se asocia selectivamente con” se refiere a la capacidad de un acido nucleico para “hibridarse de manera
selectiva” con otro como se define anteriormente, o la capacidad de un anticuerpo para “unirse selectivamente (o
especificamente)” a una proteina, como se define anteriormente.

La expresion “vector de expresion” se refiere a cualquier sistema de expresion recombinante con el proposito de
expresar una secuencia de acido nucleico de la invencién in vitro o in vivo, de manera constitutiva o inducible, en
cualquier célula, incluyendo células procariotas, levaduras, hongos, plantas, insectos o0 mamiferos. El término incluye
sistemas de expresion lineal o circular. El término incluye sistemas de expresion que permanecen episomales o se
integran en el genoma de la célula. Los sistemas de expresion pueden tener la capacidad de auto replicarse o no, es
decir, conducir Unicamente la expresion transitoria en una célula. El término incluye “casetes” de expresién
recombinante” que contienen Unicamente los elementos minimos necesarios para la transcripcion del acido nucleico
recombinante.
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Por “célula hospedadora” se refiere a una célula que contiene un vector de expresion y da soporte a la replicacion o
expresion del vector de expresion. Las células hospedadoras pueden ser células procariotas, tales como E. coli o
células eucariotas tales como células de levadura, de insectos, de anfibios, o células de mamiferos tales como
células CHO, HelLa, HEK-293 y similares, por ejemplo, células cultivadas, explantes.

C. Aislamiento y Expresion de Polipéptidos T1R

El aislamiento y expresion de los T1R, o fragmentos o variantes de los mismos de la invencion pueden realizarse
como se describe a continuacion. Para la amplificacion de acidos nucleicos que codifican regiones de unién a
ligando del receptor gustativo pueden usarse cebadores de PCR y opcionalmente pueden generarse genotecas de
estos acidos nucleicos. Después pueden usarse vectores de expresion individuales o genotecas de vectores de
expresion para infectar o transfectar células hospedadoras para la expresién funcional de estos acidos nucleicos o
genotecas. Estos genes y vectores pueden prepararse y expresarse in vitro o in vivo. Un experto en la materia
reconocera que pueden obtenerse fenotipos deseados para modificar y controlar la expresion de los éacidos
nucleicos modulando la expresion o actividad de los genes y acidos nucleicos (por ejemplo, promotores,
potenciadores y similares) en los vectores de la invencion. Puede usarse cualquiera de los métodos conocidos
descritos para aumentar o disminuir la expresion o la actividad. La invencion puede llevarse a la practica junto con
cualquier método o protocolo conocido en la técnica, que se describa bien en la bibliografia cientifica y de patentes.

Las secuencias de acidos nucleicos de la invencion y otros &cidos nucleicos usados para llevar a la practica esta
invencién, ya sea ARN, ADNc, ADN gendmico, vectores, virus o hibridos de los mismos, pueden aislarse de una
diversidad de fuentes, modificarse por ingenieria genética, amplificarse y/o expresarse de manera recombinante.
Puede usarse cualquier sistema de expresion recombinante, incluyendo, ademas de células de mamiferos, por
ejemplo, bacterias, levaduras, insectos o sistemas vegetales.

De manera alternativa, estos acidos nucleicos pueden sintetizarse in vitro por técnicas de sintesis quimicas bien
conocidas, como se describe, por ejemplo, en Carruthers, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol 47: 411-418 (1982);
Adams, Am. Chem. Soc. 105:661 (1983); Belousov, Nucleic Acids Res. 25: 3440-3444 (1997); Frenkel, Free Radic.
Biol. Med. 19:373-380 (1995); Blommers, Biochemistry 33:7886-7896 (1994); Narang, Meth. Enzymol 68:90 (1979);
Brown, Meth. Enzymol 68:109 (1979); Beaucage, Tefra. Left. 22:1859 (1981); la Patente de Estados Unidos N°
4.458.066. Los fragmentos de ADN bicatenario pueden obtenerse por tanto sintetizando la cadena complementaria e
hibridando las cadenas entre si en condiciones apropiadas o afiadiendo la cadena complementaria usando ADN
polimerasa con una secuencia cebadora apropiada.

Las técnicas para la manipulaciéon de acidos nucleicos, tales como, por ejemplo, la generacién de mutaciones en
secuencias, subclonacion, sondas de marcaje, secuenciacion, hibridacién y similares se describen bien en la
bibliografia cientifica y de patentes. Véase, por ejemplo, Sambrook, ed., Molecular Cloning: a Laboratory manual
(2nd ed.), Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory (1989); Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, ed.
John Wiley & Sons, Inc., New York (1997); Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology:
Hybridization With Nucleic Acid Probes, Part |, Theory and Nucleic Acid Preparation, Tijssen, ed. Elsevier, N.Y.
(1993).

Los acidos nucleicos, vectores, capsides, polipéptidos y similares pueden analizarse y cuantificarse por cualquiera
de los diversos medios generales bien conocidos por los expertos en la materia. Estos incluyen, por ejemplo,
métodos bioquimicos analiticos tales como NMR, espectrofotometria, radiografia, electroforesis, electroforesis
capilar, cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografia en capa fina (TLC) y cromatografia por
hiperdifusion, diversos métodos inmunolégicos, por ejemplo, reacciones de precipitinas en gel o en liquido,
inmunodifusion, inmunoelectroforesis, radioinmunoensayos (RIA), ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas
(ELISA), ensayos inmuno-fluorescentes, analisis de Southern, andlisis de Northern, analisis de transferencia en
mancha, electroforesis en gel (por ejemplo, SDS-PAGE), RT-PCR, PCR cuantitativa, otros métodos de amplificacion
de acidos nucleicos o dianas o sefales, radiomarcaje, recuento por centelleo y cromatografia de afinidad.

Pueden usarse cebadores de oligonucleétidos para amplificar fragmentos de acidos nucleicos que codifican regiones
de unién a ligando del receptor gustativo. Los &cidos nucleicos descritos en este documento también pueden
clonarse o medirse cuantitativamente usando técnicas de amplificacion. Los métodos de amplificacion se conocen
bien en la técnica e incluyen, por ejemplo, ensayos de amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa, PCR
(PCR Protocols, a Guide to Methods and Applications, ed. Innis. Academia Press, N.Y. (1990) y Strategies PCR, ed.
Innis, Academic Press, Inc., N.Y. (1995), reaccion en cadena de la ligasa (LCR) (véase por ejemplo, Wu, Genomics
4:560 (1989); Landegren, Science 241:1077 (1988); Barringer, Gene 89:117 (1990)); amplificacion mediante
transcripcion (véase, por ejemplo, Kwoh, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173 (1989)); y replicacion de secuencia
auto sostenida (véase, por ejemplo, Guatelli, Proc. Natl. Acad. Sci, USA 87:1874 (1990)); amplificacion de la
replicasa Q Beta (véase, por ejemplo, Smith, J, Clin. Microbiol. 35:1477-1491 (1997)); ensayo de la replicasa Q-beta
automatizado (véase, por ejemplo, Burg, Mol. Cell Probes 10:257-271 (1996)) y otras técnicas mediadas por ARN
polimerasa (por ejemplo, NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario); véase también Berger, Methods Enzymol 152:
307-316 (1987); Sambrook; Ausubel; y las Patentes de Estados Unidos N° 4.683.195 y 4.683.202; Sooknanan,
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Biotechnology 13: 563-564 (1995). Los cebadores pueden disefiarse para conservar la secuencia original del
receptor 7-transmembrana “donante”. De manera alternativa, los cebadores pueden codificar restos aminoacidicos
que son sustituciones conservativas (por ejemplo, restos hidréfobos para hidréfobos, véase el argumento anterior) o
sustituciones benignas funcionales (por ejemplo no impiden la insercion en la membrana plasmatica, ni causan la
escision por peptidasas, ni causan plegamiento anémalo del receptor y similares). Una vez amplificados, los acidos
nucleicos tanto individuales como genotecas, pueden clonarse de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, si
se desea, en cualquiera de una diversidad de vectores usando métodos bioldgicos moleculares rutinarios; en la
Patente de Estados Unidos N° 5.426.039 se describen, por ejemplo, métodos para la clonacion in vitro de acidos
nucleicos amplificados.

Los pares de cebadores pueden disefiarse para amplificar selectivamente regiones de unién a ligando de los
miembros de la familia de T1R. Estas regiones pueden variar para diferentes ligandos o sustancias gustativas. Por
tanto, lo que puede ser una region de unidén minima para una sustancia gustativa puede ser demasiado restrictiva
para una segunda sustancia gustativa. Por consiguiente, pueden amplificarse regiones de unién a ligando de
diferentes tamafios que comprenden diferentes estructuras de dominio extracelulares.

En la técnica se conocen bien paradigmas para disefar pares de cebadores degenerados. Por ejemplo, esta
disponible un programa informatico de estrategia (CODEHOP) Cebador Oligonucleotidico Hibrido DEgenerado
COnsenso como http://blocks.fhcrc.org/codehop.html, y que esta directamente vinculado con el sitio de alineamiento
de secuencias multiples BlockMaker para predecir el cebador hibrido comenzando con una serie de secuencias de
proteinas relacionadas, como las regiones de unién a ligando de receptores gustativos conocidos (véase, por
ejemplo, Rose, Nucleic Acids Res. 26:1628-1635 (1998); Singh, Biotechniques 24:318-319 (1998)).

En la técnica se conocen medios para sinterizar pares de cebadores oligonucleotidicos. Pueden usarse pares de
bases “naturales” o sintéticos. Por ejemplo, el uso de nucleobases artificiales ofrece un enfoque versatil para
manipular secuencias de cebadores y generar una mezcla mas compleja de productos de amplificacion. Diversas
familias de nucleobases artificiales son capaces de adoptar orientaciones de enlaces de hidrogeno multiples
mediante rotaciones de enlaces internos para proporcionar medios de reconocimiento moleculares degenerados. La
incorporacion de estos analogos en una sola posicion de un cebador PCR permite la generacion de una genoteca
compleja de productos de amplificacion. Véase, por ejemplo, Hoops, Nucleic Acids Res. 25: 4866-4871 (1997).
También pueden usarse moléculas no polares para mimetizar la forma de las bases naturales del ADN. Una forma
de enlace no hidrogeno que imita a la adenina puede replicarse de manera eficaz y selectiva frente a una forma no
polar que imita la timina (véase, por ejemplo, Morales, Nat. Struct. Biol. 5:950-954 (1998)). Por ejemplo, dos bases
degeneradas pueden ser la base de pirimidina 6H, 8H-3,4-dihidropirimido [4,5-c][1,2]oxaizin-7-ona o la base de
purina N6-metoxi-2,6-diaminopurina (véase, por ejemplo, Hill, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:4258-4263 (1998)). Los
cebadores degenerados ejemplares de la invencion incorporan el analogo nucleobase 5’-Dimetoxitritil-N-benzoil-2'-
desoxi-Citidina,3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita (para la expresion “P” en las secuencias, véase
anteriormente). Estos enlaces de hidrogeno analogos a la pirimidina con purinas incluyen restos Ay G.

Las variantes polimérficas, alelos y homodlogos interespecie que son sustancialmente idénticos a un receptor
gustativo descrito en este documento pueden aislarse usando las sondas de &acidos nucleicos descritas
anteriormente. De manera alternativa, para clonar polipéptidos de T1R y variantes polimorficas, alelos y homologos
interespecie de los mismos pueden usarse genotecas de expresion mediante la deteccion de homdélogos expresados
inmunolégicamente con antisuero o anticuerpos purificados preparados contra un polipéptido de T1R, que también
reconoce y se une selectivamente al homélogo de T1R.

Los acidos nucleicos que codifican regiones de unién a ligando de receptores gustativos pueden generarse por
amplificacion (por ejemplo, PCR) de secuencias de acidos nucleicos apropiadas usando pares de cebadores
degenerados. El acido nucleico amplificado puede ser ADN gendmico de cualquier célula o tejido o ARNm o ADNc
procedente de células que expresan el receptor gustativo.

En una realizacion, pueden construirse secuencias codificantes de proteinas hibridas que comprenden acidos
nucleicos que codifican los T1R fusionados a secuencias de translocaciéon. También se proporcionan T1R hibridos
que comprenden los motivos de translocaciéon y dominios de unidn a sustancias gustativas de otras familias de
receptores quimiosensoriales, particularmente receptores gustativos. Estas secuencias de acidos nucleicos pueden
unirse operativamente a elementos de control transcripcionales o traduccionales, por ejemplo, secuencias de
iniciacién de la transcripcion y traduccion, promotoras y potenciadoras, secuencias de terminacion de la transcripcion
y traduccidn, secuencias de poliadenilacion y otras secuencias utiles para la transcripcién del ADN en ARN. En la
construcciéon de casetes, vectores y transgénicos de expresion recombinante puede emplearse un fragmento
promotor para dirigir la expresion del acido nucleico deseado en todas las células o tejidos deseados.

En otra realizacion, las proteinas de fusidon pueden incluir secuencias de translocacion C- o N-terminales.
Adicionalmente, las proteinas de fusidon pueden comprender elementos adicionales, por ejemplo, para la deteccion,
purificacion de proteinas u otras aplicaciones. Los dominios que facilitan la deteccién y purificacion incluyen, por
ejemplo, péptidos quelantes metalicos tales como colas de polihistidina, mdédulos de histidina-triptéfano u otros
dominios que permiten la purificacion en metales inmovilizados; proteinas de unién a maltosa; dominios de proteina
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A que permiten la purificacién en inmunoglobulinas inmovilizadas; o el dominio utilizado en el sistema de purificacion
por afinidad /extensién con FLAGS (Immunex Corp, Seatle WA).

La inclusién de secuencias conectoras de escision tales como el Factor Xa (véase, por ejemplo, Ottavi, Biochimie
80: 289-293 (1998)), el motivo de reconocimiento de subtilina proteasa (véase, por ejemplo, Polyak, Protein Eng.
10:615-619 (1997)); enteroquinasa (Invitrogen, San Diego, CA), y similares, entre el dominio de translocacion (para
la expresion eficaz en la membrana plasmatica) y el resto del polipéptido recién traducido puede ser util para facilitar
la purificacion. Por ejemplo, una construccién puede incluir una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido unida a seis restos de histidina seguido por una tiorredoxina, un sitio de escisidon enteroquinasa (véase,
por ejemplo, Williams, Biochemistry 34:1797-1797 (1995)), y un dominio de translocacion C-terminal. Los restos de
histidina posibilitan la deteccidn y purificacion mientras que el sitio de escisidén enteroquinasa proporciona un medio
para purificar la proteina (o proteinas) deseada del resto de la proteina de fusion. En la bibliografia cientifica y de
patentes, véase, por ejemplo, Kroll, DNA Cell. Biol. 12: 441-53 (1993) se describe bien la tecnologia perteneciente a
vectores que codifican proteinas de fusion y la aplicacion de proteinas de fusion.

Los vectores de expresion, tanto vectores de expresién individuales como bibliotecas de vectores de expresién, que
comprenden el dominio de unién a ligando que codifica secuencias pueden introducirse en un genoma o en el
citoplasma o un nucleo de una célula y expresarse mediante una diversidad de técnicas convencionales, bien
descritas en la literatura cientifica y de patentes. Véase, por ejemplo, Roberts, Nature 328:731 (1987); Berger supra;
Schneider, Protein Expr. Purif. 6435:10 (1995); Sambrook; Tijssen; Ausubel. Con respecto a métodos bioldgicos
conocidos, la informacién de los productos de los fabricantes de reactivos bioldgicos y equipo experimental también
proporciona informacion. Los vectores pueden aislarse de fuentes naturales, obtenidas de fuentes tales como
bibliotecas de la ATCC o del GenBank, o prepararse por métodos sintéticos o recombinantes.

Los acidos nucleicos pueden expresarse en casetes y vectores o virus de expresion, que se expresan en las células
de manera estable o transitoria (por ejemplo, sistemas de expresion episomal). Pueden incorporarse marcadores de
seleccion en los casetes y vectores de expresion para conferir un fenotipo seleccionable en células y secuencias
transformadas. Por ejemplo, los marcadores de seleccion pueden codificar el mantenimiento y replicacion episomal
de manera que no es necesaria la integracién en el genoma hospedador. Por ejemplo, el marcador puede codificar
resistencia a antibiéticos (por ejemplo, cloranfenicol, kanamicina, G18, bleomicina, higromicina) o resistencia a
herbicidas (por ejemplo, clorosulfuron o Basta) para permitir la seleccion de aquellas células transformadas con las
secuencias de ADN que se desea (véase, por ejemplo, Blondelet-Rouault, Gene 190: 315-317 (1997); Aubrecht, J.
Pharmacol. Exp. Ther. 281: 992-997 (1997)). Debido a que los genes marcadores de seleccion confieren resistencia
a sustratos de tipo neomicina o higromicina solamente pueden utilizarse en cultivos de tejido, también pueden
usarse genes quimioresistentes como marcadores de seleccion in vitro e in vivo.

Una secuencia quimérica de acido nucleico puede codificar un dominio de union a ligando de T1R dentro de
cualquier polipéptido 7-transmembrana. Como los polipéptidos del receptor 7-transmembrana tienen secuencias
primarias y estructuras secundarias y terciarias similares, los dominios estructurales (por ejemplo, dominio
extracelular, dominios TM, dominio citoplasmico, etc.) pueden identificarse facilmente mediante analisis de
secuencia. Por ejemplo, el modelado por homologia, el analisis de Fourier y la deteccion de la periodicidad helicoidal
pueden identificar y caracterizar los siete dominios con una secuencia del receptor 7-transmembrana. Pueden
usarse algoritmos de Transformacion Rapida de Fourier (FFT) para evaluar los periodos dominantes que
caracterizan perfiles de la hidrofobicidad y variabilidad de las secuencias analizadas. El aumento de deteccion de
periodicidad y el indice de periodicidad helicoidal alpha se puede hacer por, por ejemplo, Donnelly, Protein Sci. 2:55-
70 (1993). En la técnica se conocen bien otros algoritmos de alineamiento y modelado, véase, por ejemplo, Peitsch,
Receptors Channels: 4:161-164 (1996); Kyte & Doolittle, J. Md. Bio., 157:105-135 (1982); Cronet, Protein Eng. 6:59-
64 (1993) (homology and "discover modeling"); http://bioinfo.weizmann.ac.il/.

La presente descripcion también incluye no solamente el ADN y las proteinas que tienen las secuencias de
aminoacidos y acidos nucleicos especificas, sino también fragmentos de ADN, particularmente fragmentos de, por
ejemplo, 40, 60, 80, 100, 150, 200, 6 250 nucleétidos, o mas, asi como fragmentos de proteinas de, por ejemplo, 10,
20, 30, 50, 70, 10, 6 150 aminoacidos, o0 mas. Opcionalmente, los fragmentos de acido nucleico pueden codificar un
polipéptido antigénico que puede unirse a un anticuerpo provocado contra un miembro de la familia de T1R.
Adicionalmente, un fragmento de proteina puede ser opcionalmente un fragmento antigénico que puede unirse a un
anticuerpo provocado contra un miembro de la familia de T1R.

También se contemplan proteinas quiméricas, que comprenden al menos 10, 20, 30, 50, 70, 100 o 150 amino
acidos, o mas, de uno de al menos uno de los polipéptidos de T1R descritos en este documento, acoplados a amino
acidos adicionales que representan todo o parte de otro GPCR, preferiblemente un miembro de la superfamilia 7
transmembrana. Estas quimeras pueden prepararse de los presentes receptores y otro GPCR, o pueden prepararse
combinando dos 0 mas de los presentes receptores. En una realizacién, una parte de la quimera corresponde a, o
procede del dominio extracelular de un polipéptido de T1R de la invencion. En otra realizacion, una parte de la
quimera corresponde a, o procede del dominio extracelular y uno o mas de los dominios transmembrana de un
polipéptido de T1R descrito en este documento, y la parte o partes restantes pueden proceder de otro GPCR. En la
técnica se conocen bien los receptores quiméricos y también se conocen bien las técnicas para crearlos y la
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seleccion y limites de dominios o fragmentos de receptores acoplados a proteina G para incorporarlos en su interior.
Por tanto, este conocimiento de los expertos en la materia puede usarse facilmente para crear dichos receptores
quiméricos. El uso de dichos receptores quiméricos puede proporcionar, por ejemplo, una seleccion gustativa
caracteristica de uno de los receptores especialmente descrito en este documento, acoplado con la transduccion de
sefial caracteristica de otro receptor, tal como un receptor bien conocido usado en sistemas de ensayo de la técnica
anterior.

Por ejemplo, un dominio tal como un dominio de uniéon a ligando, un dominio extracelular, un dominio
transmembrana, un dominio citoplasmatico, un dominio N-terminal, un domino C-terminal o cualquier combinacién
de los mismos, puede unirse covalentemente a una proteina heteréloga. Por ejemplo, un dominio extracelular de
T1R puede unirse a un dominio transmembrana de GPCR heterélogo, o un dominio extracelular de GPCR
heterélogo puede unirse a un dominio transmembrana de T1R. Otras proteinas heterélogas de eleccion pueden
incluir, por ejemplo, proteina verde fluorescente, B-gal, receptor de glutamato, y la presecuencia de rodopsina.

También se describen células hospedadoras para la expresion de los T1R, o variantes. Para obtener niveles de
expresion elevados de un gen o acido nucleico clonado, tal como los ADNc que codifican los T1R, o variantes, un
especialista tipicamente subclona la secuencia de acido nucleico de interés en un vector de expresion que contiene
un promotor fuerte para dirigir la transcripcién, un terminador de la transcripcion/traduccion, y para un acido nucleico
que codifica una proteina, un sitio de union al ribosoma para iniciar la traduccién. En la técnica se conocen bien
promotores bacterianos adecuados y se describen, por ejemplo, en Sambrook et al. Sin embargo, pueden usarse
sistemas de expresion eucariotas o bacterianos.

Puede usarse cualquiera de los procedimientos bien conocidos para la introduccién de secuencias de nucleétidos
extrafios en células hospedadoras. Estos incluyen el uso de transfeccién mediante fosfato de calcio, polibreno,
fusion de protoplastos, electroporacién, liposomas, microinyeccién, vectores plasmaticos, vectores virales y
cualquiera de los otros métodos bien conocidos para introducir ADN, ADNc, ADN sintético genémico clonado u otro
material genético extrafio en una célula hospedadora (véase, por ejemplo, Sambrook et al.). Sélo es necesario que
el procedimiento de modificacion por ingenieria genética particular usado pueda introducir satisfactoriamente al
menos una molécula de acido nucleico en la célula hospedadora que pueda expresar el T1R, el fragmento o la
variante de interés.

Después de introducir el vector de expresion en las células, las células transfectadas se cultivan en condiciones que
favorecen la expresion del receptor, fragmento, o variante de interés, que luego se recupera del cultivo usando
técnicas convencionales. Ejemplos de dichas técnicas se conocen bien en la técnica. Véase, por ejemplo, el
documento WO 00/06593.

D. Deteccion de polipéptidos de T1R

Ademas de la deteccion de genes de T1R y expresién de genes usando tecnologia de hibridacion de acidos
nucleicos, también pueden usarse inmunoensayos para detectar los T1R, por ejemplo, para identificar células
receptoras gustativas y variantes de los miembros de la familia de T1R. Pueden usarse inmunoensayos para
analizar cuantitativamente o cualitativamente los TR1.Una vision de conjunto de la tecnologia que puede aplicarse
puede encontrarse en Harlow & Lane, Antibodies: A Laboratory Manual (1988).

1. Anticuerpos para miembros de la familia de T1R

Los expertos en la materia conocen métodos de produccidon de anticuerpos policlonales y monoclonales que
reaccionan especificamente con un miembro de la familia de T1R (véase, por ejemplo, Coligan, Current Protocols in
Immunology (1991); Harlow & Lane, anteriormente; Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice (2d ed.
1986); y Kohler & Milstein, Nature, 256:495-497 (1975)). Dichas técnicas incluyen la preparacién de anticuerpos por
seleccion de anticuerpos de bibliotecas de anticuerpos recombinantes en fagos o vectores similares, asi como la
preparacion de anticuerpos policlonales y monoclonales inmunizando conejos o ratones (véase, por ejemplo, Huse
et al., Science, 246:1275-1281 (1989); Ward et al. Nature, 341:544-546 (1989)).

Pueden usarse varios inmundgenos que comprenden T1R para producir anticuerpos reactivos especificamente con
un miembro de la familia de T1R. Por ejemplo, un polipéptido de T1R recombinante, o un fragmento antigénico del
mismo, puede aislarse como se ha descrito en este documento. Las regiones antigénicas adecuadas incluyen, por
ejemplo, las secuencias consenso que se usan para identificar miembros de la familia de T1R. Las proteinas
recombinantes pueden expresarse en celular eucariotas o procariotas como se ha descrito anteriormente, y
purificarse como se ha descrito anteriormente en general. La proteina recombinante es el inmundgeno preferido para
la produccion de anticuerpos monoclonales o policlonales. Como alternativa, puede usarse un inmundgeno un
péptido sintético procedente de las secuencias descritas en este documento y conjugarse con una proteina
transportadora. Las proteinas de origen natural también pueden usarse tanto en forma pura como impura. El
producto se inyecta luego en un animal que puede producir anticuerpos. Pueden generarse anticuerpos
monoclonales o policlonales, para usar posteriormente en inmunoensayos para cuantificar la proteina.
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Los expertos en la materia conocen métodos de produccion de anticuerpos policlonales. Por ejemplo, una cepa
endogamica de ratones o conejos se inmuniza con la proteina usando un adyuvante convencional, tal como
adyuvante de Freund, y un protocolo de inmunizacidén convencional. La respuesta inmune del animal frente a la
preparacién inmundgena se controla tomando extracciones de sangre de ensayo y determinando el titulo de la
reactividad para el T1R. Cuando se obtienen apropiadamente titulos elevados de anticuerpo para el inmundégeno, se
extrae la sangre del animal y se prepara antisuero. Si se desea se puede hacer un fraccionamiento adicional del
antisuero para enriquecer la reactividad de los anticuerpos para la proteina (véase Harlow & Lane, anteriormente).

Los anticuerpos monoclonales pueden obtenerse mediante diversas técnicas familiares para los expertos en la
técnica. En resumen, pueden inmortalizarse células esplénicas de un animal inmunizado con un antigeno deseado,
comunmente por fusién con una celular de mieloma (véase Kohler & Milstein, Eur. J. Immunol., 6:511-519 (1976)).
Los métodos alternativos de inmortalizacién incluyen la transformacion con Virus de Epstein Barr, oncogenes o
retrovirus, u otros métodos bien conocidos en la técnica. Las colonias que proceden de células inmortalizadas
sencillas se exploran para la produccién de anticuerpos de especificidad y afinidad deseada para el antigeno, y el
rendimiento de los anticuerpos monoclonales producido por dichas células puede potenciarse mediante diversas
técnicas, incluyendo la inyeccion en la cavidad peritoneal de un hospedador vertebrado. Como alternativa, pueden
aislarse secuencias de ADN que codifican un anticuerpo monoclonal o un fragmento de unién del mismo mediante la
exploracion de una genoteca de ADN de células B humanas de acuerdo con el protocolo general descrito por Huse
et al., Science, 246:1275-1281 (1989).

Los anticuerpos monoclonales y el suero policlonal se recogen y se titulan frente a la proteina inmunégena en un
inmunoensayo, por ejemplo, un inmunoensayo en fase sélida con el inmunégeno inmovilizado en un soporte sélido.
Tipicamente, el antisuero policlonal con una titulacion de 104 o superior se selecciona y se ensaya para su
reactividad cruzada frente a polipéptidos no T1R, o incluso con otros miembros de la familia de T1R u otras
proteinas relacionadas de otros organismos, usando un inmunoensayo de union competitivo. El antisuero policlonal
especifico y los anticuerpos monoclonales habitualmente se uniran con una Kd de al menos aproximadamente 0,1
mM, mas habitualmente al menos aproximadamente 1 pM, opcionalmente al menos aproximadamente 0,1 pM o
mejor, y opcionalmente 0,01 pM o mejor.

Una vez que estan disponibles los anticuerpos especificos del miembro de la familia T1R, pueden detectarse
proteinas y fragmentos de proteina individuales de T1R mediante cualquiera de una diversidad de métodos de
inmunoensayo. Para revisidbn de procedimientos inmunolégicos e inmunoensayos, véase Basic and Clinical
Immunology (Sitites & Terr eds., 72 ed. 1991). Ademas, los inmunoensayos de la presente invencién pueden
realizarse en cualquiera de las diversas configuraciones, que se revisan exhaustivamente en Enzyme Immunoassay
(Maggio, ed., 1980); y Harlow & Lane, anteriormente.

2. Ensayos de unién inmunolégicos

Las proteinas, fragmentos y variantes de T1R pueden detectarse y/o cuantificarse usando cualquiera de varios
ensayos de unién inmunoldgicos bien identificados (véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos 4.366241;
4.376.110; 4.517.288; y 4.837.168). Para una revision de inmunoensayos en general, véase también Methods in Cell
Biology: Antibodies in Cell Biology, vol. 37 (Asai, ed. 1993); Basic and Clinical Immunology (Sitites & Terr, eds., 72
ed. 1991). Los ensayos de unidn inmunoldgicos (0 inmunoensayos) tipicamente usan un anticuerpo que se une
especificamente a una proteina o antigeno de eleccion (en este caso un miembro de la familia de T1R o una
subsecuencia antigénica del mismo). El anticuerpo (por ejemplo, anti-T1R) puede producirse mediante cualquiera de
una diversidad de medios bien conocidos por los expertos en la materia y como se ha descrito anteriormente.

Con frecuencia los inmunoensayos también usan un agente de marcaje que se une especificamente a y
marcan el complejo formado por el anticuerpo y el antigeno. El agente de marcaje puede ser por si mismo uno de
los restos que comprenden el complejo anticuerpo/antigeno. Por tanto, el agente de marcaje puede ser un
polipéptido de T1R marcado o un anticuerpo anti-T1R marcado. Como alternativa, el agente de marcaje puede ser
un tercer resto, tal como un anticuerpo secundario, que se une especificamente al complejo anticuerpo/T1R (un
anticuerpo secundario es tipicamente especifico para anticuerpos de las especies de las que procede el primer
anticuerpo). Otras proteinas que pueden unirse especificamente a regiones constantes de inmunoglobulina, tales
como proteina A o proteina G también pueden usarse como agentes de marcaje. Estas proteinas muestran una
fuerte reactividad no inmunogénica con regiones constantes de inmunoglobulina de una diversidad de especies
(véase, por ejemplo, Kronval et al., J. Innunol., 111:1401-1406 (1973); Akerstrom et al., J. Immunol., 135:2589-2542
(1985)). El agente de marcaje puede modificarse con un resto detectable, tal como biotina, al que puede unirse
especificamente otra molécula, tal como estreptavidina. En la técnica los expertos en la materia conocen una
diversidad de restos detectables.

En el transcurso de los ensayos, pueden necesitarse etapas de incubacion y/o de lavado después de cada
combinacion de reactivos. Las etapas de incubacion pueden variar de aproximadamente 5 segundos a varias horas,
opcionalmente de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 24 horas. Sin embargo, el tiempo de incubacion
dependera del formato del ensayo, antigeno, volumen de la solucion, concentraciones, y similar. Habitualmente, los
ensayos se llevaran a cabo a temperatura ambiente, aunque pueden realizarse en un intervalo de temperaturas, tal
como de 10 °C a 40 °C.
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a. Formatos de ensayo no-competitivo

Los inmunoensayos para detectar un polipéptido de T1R en una muestra, pueden ser competitivos y no
competitivos. Los inmunoensayos no competitivos son ensayos en los que la cantidad de antigeno se mide
directamente. En un ensayo de tipo “sandwich” preferido, por ejemplo, los anticuerpos anti-T1R pueden unirse
directamente a un sustrato sdélido sobre el que se encuentran inmovilizados. Estos anticuerpos inmovilizados
capturan luego el polipéptido de T1R presente en una muestra de ensayo. El polipéptido de T1R inmovilizado de
esta manera se une después mediante un agente de marcaje, tal como un segundo anticuerpo de T1R que lleva una
etigueta. Como alternativa, el segundo anticuerpo puede no estar marcado, pero a su vez, puede unirse por un
tercer anticuerpo marcado especifico para anticuerpos de la especie de la que procede el segundo anticuerpo. El
segundo o tercer anticuerpo se modifica tipicamente con un resto detectable, tal como biotina, al cual se une
especificamente otra molécula, por ejemplo estreptavidina, para proporcionar un resto detectable.

b. Formatos de ensayos competitivos

En ensayos competitivos, la cantidad de polipéptido de T1R presente en la muestra se mide indirectamente
midiendo la cantidad de un polipéptido de T1R (exdgeno) anadido, conocido desplazado (compitié fuera) de un
anticuerpo anti-T1R por el polipéptido de T1R desconocido presente en una muestra. En un ensayo competitivo, a la
muestra se le ainade una cantidad conocida de polipéptido de T1R y después se pone en contacto la muestra con un
anticuerpo que se une especificamente al T1R. La cantidad de polipéptido exdgeno de T1R que se une al anticuerpo
es inversamente proporcional a la concentracién de polipéptido de T1R presente en la muestra. En una realizacion
particularmente preferida, el anticuerpo se inmoviliza en un sustrato sélido. La cantidad de polipéptido de T1R unido
al anticuerpo puede determinarse midiendo la cantidad de polipéptido de T1R presente en un complejo
T1R/anticuerpo, o como alternativa midiendo la cantidad de proteina restante que no ha formado complejo. La
cantidad de polipéptido de T1R puede detectarse proporcionando una molécula de T1R marcada.

Otro ensayo competitivo preferido es el ensayo de inhibicion con haptenos. En este ensayo el polipéptido de T1R
conocido se inmoviliza en un sustrato sélido. A la muestra se le afade una cantidad conocida de anticuerpo anti-T1R
y después la muestra se pone en contacto con el T1R inmovilizado. La cantidad de anticuerpo anti-T1R unida al
polipéptido de T1R inmovilizado conocido es inversamente proporcional a la cantidad de polipéptido de T1R
presente en la muestra. De nuevo, la cantidad de anticuerpo inmovilizado puede detectarse detectando la fraccion
inmovilizada del anticuerpo o la fraccion del anticuerpo que permanece en solucion. La deteccion puede ser directa
cuando se marca el anticuerpo o indirecta afiadiendo posteriormente un resto marcado que se une especificamente
al anticuerpo como se ha descrito anteriormente.

c. Determinaciones de reactividad cruzada

También pueden usarse inmunoensayos en el formato de unién competitiva para determinaciones de reactividad
cruzada. Por ejemplo, una proteina codificada, al menos parcialmente, por las secuencias de acido nucleico
descritas en este documento puede inmovilizarse en un soporte sélido. Las proteinas (por ejemplo, polipéptidos de
T1R y homologos) se afiaden al ensayo que compite por la union del antisuero para el antigeno inmovilizado. La
capacidad de las proteinas afiadidas para competir por la unién del antisuero a la proteina inmovilizada se compara
con la capacidad del polipéptido de T1R codificado por las secuencias de acido nucleico descritas en este
documento para competir con el mismo. El porcentaje de reactividad-cruzada para las proteinas anteriores se
calcula, usando calculos convencionales. Los antisueros con menos del 10% de reactividad cruzada con cada una
de las proteinas afiadidas enumeradas anteriormente se seleccionan y se agrupan. Los anticuerpos de reaccion
cruzada se eliminan opcionalmente del antisuero agrupado por inmunoabsorcién con las proteinas consideradas
afadidas, por ejemplo, homdlogos relacionados vagamente. Ademas, en determinaciones de reactividad cruzada
pueden usarse péptidos que comprenden secuencias de aminoacidos que representan motivos conservados que se
usan para identificar miembros de la familia de T1R.

El antisuero inmunoabsorbido y agrupado se usa después en un inmunoensayo de unién competitiva como se ha
descrito anteriormente para comparar una segunda proteina, que se piensa que tal vez es un alelo o variante
polimérfica de un miembro de la familia de T1R, para la proteina inmunégena (es decir, polipéptido de T1R
codificado por las secuencias de acido nucleico descritas en este documento). Para hacer esta comparacion, cada
una de las dos proteinas se ensaya en un amplio intervalo de concentraciones y se determina la cantidad de cada
proteina necesaria para inhibir el 50% de la unién del antisuero a la proteina inmovilizada. Si la cantidad de la
segunda proteina necesaria para inhibir el 50% de la unién 10 veces menor que la cantidad de la proteina codificada
por secuencias de acido nucleico descritas en este documento necesaria para inhibir al 50% de la union, entonces la
segunda proteina se dice que se une especificamente a los anticuerpos policlonales generados para un inmunégeno
de T1R.

Los anticuerpos provocados frente a motivos conservados de T1R también pueden usarse para preparar anticuerpos
que se unen especificamente unicamente a los GPCR de la familia de T1R, pero no a los GPCR de otras familias.
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Los anticuerpos policlonales que se unen especificamente a un miembro particular de la familia de T1R pueden
prepararse sustrayendo anticuerpos de reactividad cruzada usando otros medios de la familia de T1R. De manera
similar, pueden prepararse anticuerpos policlonales especificos de especie. Por ejemplo, pueden prepararse
anticuerpos especificos para T1R1 humano sustrayendo anticuerpos presentan reactividad cruzada con secuencias
ortélogas, por ejemplo, T1R1 de rata o T1R1 de ratén.

d. Otros formatos de ensayo

Los analisis de transferencia de Western (inmunotransferencia) se usan para detectar y cuantificar la presencia del
polipéptido de T1R en la muestra. La técnica generalmente comprende separar proteinas de la muestra por
electroforesis, en gel basandose en el peso molecular, transferir las proteinas separadas a un soporte sélido
adecuado (tal como un filtro de nitrocelulosa, un filtro de nylon, o filtros derivatizados de nylon), e incubar la muestra
con el anticuerpo que se unen especificamente al polipéptido de T1R. Los anticuerpos del polipéptido anti-T1R se
unen especificamente al polipéptido de T1R en el soporte sélido. Estos anticuerpos pueden marcarse directamente o
de manera alternativa pueden detectarse posteriormente usando anticuerpos marcados (por ejemplo, anticuerpos de
oveja anti-ratébn marcados) que se unen especificamente a los anticuerpos anti-T1R.

Otros formatos de ensayo incluyen inmunoensayos liposomicos (LIA), que usan liposomas disefiados para unir
moléculas especificas (por ejemplo, anticuerpos) y liberar reactivos o marcadores encapsulados. Los productos
quimicos liberados después se detectan de acuerdo con técnicas convencionales (véase Monroe et al., Amer. Clin.
Prod. Rev., 5:34-41 (1986)).

e. Reduccién de unién no especifica

Un experto en la materia apreciara que a menudo es deseable minimizar la uniéon no especifica en inmunoensayos.
Particularmente, cuando el inmunoensayo implica un antigeno o anticuerpo inmovilizado en un sustrato sélido es
deseable minimizar la cantidad de unién no especifica al substrato. Los expertos en la materia conocen bien medios
de reduccion de dicha unidn no especifica. Tipicamente, esta técnica implica recubrir el substrato con una
composicion proteica. En particular, las composiciones de proteina tales como albumina de suero bovina (BSA),
leche el polvo desgrasada, y gelatina se usan ampliamente siendo la leche en polvo la mas preferida.

f. Marcadores

La marca o grupo detectable en particular usado en el ensayo no es un aspecto decisivo de la invencion, siempre
que no interfiera significativamente con la unién especifica del anticuerpo usado en el ensayo. El grupo detectable
puede ser cualquier material que tenga una propiedad fisica o quimica detectable. Dichos marcadores detectables
se han desarrollado bien en el campo de inmunoensayos y, en general, la mayoria de cualquier marcador util en
dichos métodos puede aplicarse para la presente invencién. Por tanto, un marcador es cualquier composicion
detectable por medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, 6pticos o quimicos.
Los marcadores utiles en la presente invencion incluyen perlas magnéticas (por ejemplo, DYNABEADSTM),
colorantes fluorescentes (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina, rojo Texas, rodamina y similares),
radiomarcadores (por ejemplo, 3H, 1251, 3sS, 14C, o 32P),encimas (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante,
fosfatasa alcalina y otras habitualmente usadas en un ELISA), y marcadores colorimétricos tales como oro coloidal o
azucar coloreado o perlas de plastico (por ejemplo, poliestireno, polipropileno, latex, etc.).

El marcador puede acoplarse directa o indirectamente al componente del ensayo deseado de acuerdo con métodos
bien conocidos en la técnica. Como se ha indicado anteriormente, puede usarse una amplia diversidad de
marcadores, dependiendo la seleccion del marcador de la sensibilidad necesaria, la facil conjugacion con el
compuesto, los requisitos de estabilidad, la instrumentacion disponible y los suministros de eliminacion.

Los marcadores no radioactivos frecuentemente estan unidos por medios indirectos. Generalmente, una molécula de
ligando (por ejemplo, biotina) se une covalentemente a la molécula. El ligando después se une a otras moléculas
(por ejemplo, estreptavidina), que es inherentemente detectable o se une covalentemente a un sistema de sefal, tal
como una enzima detectable, un compuesto fluorescente, un compuesto quimioluminiscente. Los ligandos y sus
dianas pueden usarse en cualquier combinacion adecuada con anticuerpos que reconocen un polipéptido de T1R, o
anticuerpos secundarios que reconocen el anti-T1R.

Las moléculas también pueden conjugarse directamente con compuestos que generan sefial, por ejemplo, por
conjugacion con una enzima o fluoréforo. Las enzimas de interés como marcadores seran principalmente hidrolasas,
particularmente fosfatasas, esterasas y glicosidasas, u oxidasas, particularmente peroxidasas. Los compuestos
fluorescentes incluyen fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansilo, umbeliferona, etc. Los
compuestos quimioluminiscentes incluyen luciferina, y 2,3-dihidroftalazinadionas, por ejemplo, luminol. Para una
revision de diversos sistemas de marcadores o de produccion de sefal que pueden usarse, véase la Patente de
Estados Unidos N° 4.391.904.

Los expertos en la técnica conocen bien medios de marcadores de deteccion. Por tanto, por ejemplo, cuando el
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marcador es un marcador radioactivo, los medios para la deteccién incluyen un contador de centelleo o pelicula
fotografica como en auto radiografia. Cuando el marcador es un marcador fluorescente, este puede detectarse
excitando el fluorocromo con la longitud de onda de luz apropiada y detectando la fluorescencia resultante. La
fluorescencia puede detectarse visualmente, por medio de peliculas fotograficas, mediante el uso de detectores
electrénicos tales como dispositivos acoplados de carga (CCD) o fotomultiplicadores y similares. De manera similar,
los marcadores enzimaticos pueden detectarse proporcionando los substratos apropiados para la enzima y
detectando el producto de reaccién resultante. Por ultimo pueden detectarse marcadores colorimétricos simples
observando simplemente el color asociado al marcador. De esta manera, en diversos ensayos de varilla, el oro
conjugado con frecuencia presenta el color rosa, mientras que diversas perlas conjugadas presentan el color de la
perla.

Algunos formatos de ensayo no necesitan usar componentes marcados. Por ejemplo, pueden usarse ensayos de
aglutinacién para detectar la presencia de los anticuerpos diana. En este caso, las muestras que comprenden los
anticuerpos diana aglutinan las particulas recubiertas con antigeno. En este formato, ninguno componente necesita
marcarse y la presencia del anticuerpo diana se detecta por simple inspeccion visual.

E. Deteccion de Moduladores

A continuacién se describen composiciones y métodos para determinar si un compuesto del ensayo se une
especificamente a un receptor quimiosensorial de la invencion, tanto in vitro como in vivo. Muchos aspectos de la
fisiologia celular pueden controlarse para ensayar el efecto de la unién a ligando a un polipéptido de T1R de la
invencién. Estos ensayos pueden realizarse en células intactas que expresan un receptor quimiosensorial, en
células permeabilizadas, o en fracciones de membrana producidas por métodos convencionales.

Los receptores gustativos se unen a sustancias gustativas e inician la transduccion del estimulo quimico en sefales
eléctricas. Una proteina G activada o inhibida modificara a su vez las propiedades de las enzimas, canales y otras
proteinas efectoras diana. Algunos ejemplos son la activacion de fosfodiesterasa de GMPc por transducina en el
sistema visual, adenilato ciclasa por la proteina G estimuladora, fosfolipasa C por Gq y otras proteinas G afines, y
modulacion de diversos canales por proteinas Gi y otras proteinas G. Aguas abajo también pueden examinarse
consecuencias tales como la generacion de diacil glicerol e IP3 por fosfolipasa C, y a su vez, para la movilizacién del
calcio por IP3.

Los polipéptidos o proteinas de T1R del ensayo se seleccionaran tipicamente de un polipéptido que tiene una
secuencia de las SEC ID N° 4, 10, 12, 14, 17, o fragmentos o variantes de las mismas modificadas de manera
conservativa. Opcionalmente, los fragmentos y variantes pueden ser fragmentos antigénicos y variantes que se unen
a un anticuerpo anti-T1R.

Como alternativa, las proteinas o polipéptidos T1R del ensayo pueden proceder de una célula hospedadora
eucariota y pueden incluir una subsecuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos
con las SEC ID NOS: 4, 10, 12, 14, 17, o fragmentos o variantes modificadas de las mismas modificadas de manera
conservativa. Generalmente, la identidad de la secuencia de aminoacidos sera al menos del 35 al 50%, u
opcionalmente el 75%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 6 99%. Opcionalmente, las proteinas o polipéptidos de
T1R de los ensayos pueden comprender un dominio de una proteina de T1R, tal como un dominio extracelular,
region transmembrana, dominio transmembrana, dominio citoplasmico, dominio de unién a ligando y similares.
Adicionalmente, como se ha descrito anteriormente, la proteina de T1R o un dominio de la misma pueden unirse
covalentemente a una proteina heteréloga para crear una proteina quimérica usada en los ensayos descrito
anteriormente.

Los moduladores de la actividad del receptor de T1R se ensayan usando proteinas o polipéptidos de T1R como se
ha descrito anteriormente, recombinantes o de origen natural. Las proteinas o polipéptidos de T1R pueden aislarse,
expresarse en una célula, expresarse en una membrana obtenida de una célula, expresarse en un tejido o en un
animal, recombinante o de origen natural. Por ejemplo, pueden usarse cortes de lengua, células disociadas de una
lengua, células transformadas o membranas. La modulacién puede ensayarse usando uno de los ensayos in vitro o
in vivo descritos en este documento.

1. Ensayos de unioén in vitro

La transduccion gustativa también puede examinarse in vitro con reacciones en estado solido o soluble, usando un
polipéptido de T1R de la invencion. En una realizacion particular, puede usarse un dominio de unién a ligando de
T1R in vitro en reacciones en estado soluble o sélido para ensayar la union a ligando.

Por ejemplo, se predice que el dominio N-terminal de T1R esta implicado en la unidn a ligando. Mas particularmente,
los T1R que pertenecen a una subfamilia de GPCR que se caracteriza por segmentos N-terminal extracelulares
grandes, aproximadamente de 600 aminoacidos. Se piensa que estos segmentos N-terminal forman, al menos en
parte, los dominios de unién a ligando y por lo tanto son utiles en ensayos bioquimicos para identificar agonistas y
antagonistas de T1R. El dominio de unién a ligando también puede contener partes adicionales del dominio
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extracelular, tales como los bucles extracelulares del dominio transmembrana. Se han usado ensayos similares con
otros GPCR que estan relacionados con los T1R, tales como los receptores de glutamato metabotrépico (véase, por
ejemplo, Han y Hampson, J. Bio. Chem. 274:10008-10013 (1999)). Estos ensayos pueden implicar desplazar un
ligando marcado radiactivamente o fluorescentemente, medir cambios de la fluorescencia intrinseca o cambios de la
susceptibilidad proteolitica, etc.

La uniodn a ligando a un polipéptido de T1R de la invencién puede ensayarse en solucion, en una membrana bicapa,
opcionalmente unida a una fase soélida, en una monocapa lipidica o en vesiculas. La unién de un modulador puede
ensayarse usando, por ejemplo, cambios en las caracteristicas espectroscopias (por ejemplo, fluorescencia,
absorbancia, indice refractivo) hidrodinamicas (por ejemplo, forma), cromatograficas, o propiedades de solubilidad.
Los ensayos de unién preferidos de la invencidon son ensayos de unién bioquimicos que usan dominios N-terminales
de T1R solubles recombinantes.

También puede examinarse las interacciones proteina G-receptor. Por ejemplo, puede examinarse la unién de la
proteina G al receptor, o su liberacién del receptor. Mas particularmente, en la ausencia de GTP, un activador
conducira a la formacién de un complejo estrecho de una proteina G (las tres subunidades) con el receptor. Como
se ha indicado anteriormente, este complejo puede detectarse de diversas maneras. Un ensayo de este tipo puede
modificarse para buscar inhibidores, por ejemplo, afiadiendo un activador para el receptor y la proteina G en
ausencia de GTP, que forma un complejo estrecho y después explorar los inhibidores examinando la disociacion del
complejo receptor-proteina G. En presencia de GTP, la liberacion de la subunidad alfa de la proteina G de las otras
dos subunidades de la proteina G sirve como un criterio de activacién. Una proteina G activada o inhibida modificara
a su vez las propiedades de las enzimas, canales y otras proteinas efectoras diana.

En ofra realizacion de la invencién, puede usarse un ensayo GTPyS. Como se ha descrito anteriormente, después
de la activacion de un GPCR, la subunidad Ga del complejo de la proteina G se estimula para intercambiar el enlace
GDP por GTP. La estimulacién mediada por ligando de la actividad de intercambio de la proteina G puede medirse
en un ensayo bioquimico midiendo la unién de GTPyaES marcado radiactivamente afiadido a la proteina G en
presencia de un supuesto ligando. Tipicamente, las membranas que contienen el receptor quimiosensorial de interés
se mezclan con un complejo de proteinas G. Al ensayo se afiaden inhibidores y/o activadores potenciales y GTPyS,
y se mide la union del GTPyS a la proteina G. La unién puede medirse mediante recuento por centelleo liquido o
mediante cualquier otro medio conocido en la técnica, incluyendo ensayos de proximidad de centelleo (SPA). En
otros formatos de ensayo, puede utilizarse GTPyS marcado fluorescentemente.

2. Ensayos de Polarizacién de la Fluorescencia

En otra realizacién, para detectar y controlar la unién a ligando pueden usarse ensayos de polarizacién de la
fluorescencia (“FP”). La polarizacion de la fluorescencia es una técnica de laboratorio versatil para medir la unién, la
hibridacion de acidos nucleicos y la actividad enzimatica en equilibrio. Los ensayos de polarizacién de la
fluorescencia son homogéneos ya que no necesitan una etapa de separacion tal como centrifugacion, filtracion,
cromatografia, precipitacion o electroforesis. Estos ensayos se realizan en tiempo real, directamente en solucion y
no necesitan una fase inmovilizada. Los valores de polarizaciéon pueden medirse repetidamente y después de la
adicion de reactivos ya que la medicidon de la polarizacién es rapida y no destruye la muestra. Generalmente, esta
técnica puede usarse para medir valores de polarizacion de fluoréforos desde niveles picomolares bajos a
micromolares. Este apartado describe como puede usarse la polarizacién de la fluorescencia de manera sencilla y
cuantitativa para medir la union de ligandos a los polipéptidos de T1R de la invencion.

Cuando una molécula marcada fluorescentemente se excita con luz plana polarizada, emite luz que tiene un grado
de polarizacion que es inversamente proporcional a su rotacidon molecular. Las moléculas grandes marcadas
fluorescentemente permanecen relativamente estacionarias durante el estado excitado (4 nanosegundos en el caso
de la fluoresceina) y la polarizacion de la luz permanece relativamente constante entre la excitacion y la emision. Las
moléculas pequefias marcadas fluorescentemente rotan rapidamente durante el estado excitado y la polarizacion
cambia significativamente entre la excitacién y emisién. Por lo tanto, las moléculas pequeias tienen valores de
polarizaciéon bajos y las moléculas grandes tienen valores de polarizacion altos. Por ejemplo, un oligonucleétido
monocatenario marcado con fluoresceina tiene un valor de polarizacién relativamente bajo pero cuando se hibrida a
una cadena complementaria, tiene un valor de polarizacién mayor. Cuando se usa FP para detectar y controlar la
unién de la sustancia gustativa que puede activar o inhibir los receptores quimiosensoriales de la invencién, pueden
usarse sustancias gustativas marcadas con fluorescencia o sustancias gustativas auto-fluorescentes.

La polarizacion (P) de la fluorescencia se define como:
Inty-Int,
Inty+Int,
En la que Int, es la intensidad de emision de luz paralela al plano de luz de excitacién e Int; es la intensidad de la
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emision de luz perpendicular al plano de luz de excitacion. P es la proporcion de las intensidades de luz y es un
numero adimensional. Junto con estos ensayos puede usarse, por ejemplo, el sistema Beacon ® y Beacon 2000 ™
Dichos sistemas tipicamente expresan la polarizacion en unidades de minipolarizacién (1 Unidad de Polarizacion =
1000 Unidades mP).

La relacién entre la rotacion molecular y el tamafio se describe mediante la ecuacion de Perrin y se remite al lector a
Jolly, M. E. (1191) in Journal of Analytical Toxicology, pp. 236-240, que proporciona una detallada explicacion de
esta ecuacion. Brevemente, la ecuacion de Perrin enuncia que la polarizacién es directamente proporcional al
tiempo de relajacién rotacional, el tiempo que tarda una molécula en rotar a través de un éangulo de
aproximadamente 68,5°. El tiempo de relajacion rotacional se relaciona con la viscosidad (n), temperatura absoluta
(T), volumen molecular (V), y la constante de gas (R) mediante la siguiente ecuacion:

3nV
Tiempo de Relajacion Rotacional = ------
RT

El tiempo de relajacién rotacional es pequefio (~1 nanosegundo) para moléculas pequefias (por ejemplo
fluoresceina) y grande (~ 100 nanosegundos) para moléculas grandes (por ejemplo inmunoglobulinas). Si la
viscosidad y la temperatura permanecen constantes, el tiempo de relajacién rotacional, y por lo tanto la polarizacién,
estan directamente relacionados con el volumen molecular. Los cambios en el volumen molecular pueden deberse a
interacciones con otras moléculas, disociacion, polimerizacion, degradacién, hibridacion, o cambios
conformacionales de la molécula marcada fluorescentemente. Por ejemplo, la polarizacién de la fluorescencia se ha
usado para medir la escisiéon enzimatica de polimeros grandes marcados con fluoresceina por proteasas, DNasas y
RNasas. También se ha usado para medir la unién en equilibrio para interacciones proteina/proteina, union
anticuerpo/antigeno, y unién proteina/ADN.

3. Ensayos de alto rendimiento en estado soélido y soluble

En otra realizacién, la invencién proporciona ensayos solubles usando un polipéptido de T1R; o una célula o tejido
que expresan un polipéptido de T1R. En otra realizacién, la invencién proporciona ensayos in vitro basados en fase
sélida en un formato de alto rendimiento, en el que el polipéptido de T1R o célula o tejido que expresan el
polipéptido de T1R esta unido a un sustrato en fase solida.

En los ensayos de alto rendimiento de la invencion es posible explorar hasta varios miles de moduladores o ligandos
diferentes en un solo dia. En particular, cada pocillo de una placa de micro titulacién puede usarse para procesar un
ensayo distinto frente a un modulador potencial seleccionado o, si van a observarse efectos del tiempo de
concentracién o incubacién, cada 5-10 pocillos puede ensayar un solo modulador. Por tanto, una sola placa de micro
titulacion convencional pueden ensayar aproximadamente 100 (por ejemplo, 96) moduladores. Si se usan placas de
1536 pocillos, entonces una sola placa puede ensayar facilimente de aproximadamente 1000 a aproximadamente
1500 compuestos diferentes. También es posible ensayar compuestos multiples en cada pocillo de la placa. Es
posible ensayar varias placas diferentes por dia; ensayar exploraciones de hasta aproximadamente 6.000-20.000
compuestos diferentes es posible usando los sistemas integrados de la invenciéon. Mas recientemente, se han
desarrollado enfoques micro fluidicos para manipulacién de reactivos.

La molécula de interés puede unirse al componente en estado sélido, directamente o indirectamente, mediante
enlace covalente o no covalente, por ejemplo mediante una etiqueta. La etiqueta puede ser cualquiera de una
diversidad de componentes. En general, una molécula que se une a la etiqueta (un agente de union a etiqueta) se
fija a un soporte solido y la molécula de interés etiquetada (por ejemplo, la molécula de transduccion gustativa de
interés) se une al soporte solido por interaccion de la etiqueta y el agente de union a la etiqueta.

Pueden usarse varias etiquetas y de agentes de unidn a etiquetas, en base a interacciones moleculares conocidas
bien descritas en la bibliografia. Por ejemplo, cuando una etiqueta tiene un agente de unién natural, por ejemplo,
biotina, proteina A o proteina G, puede usarse junto con agentes de unién a etiqueta apropiados (avidina,
estreptavidina, neutravidina, la regiéon Fc de una inmunoglobulina, etc.). También se encuentran ampliamente
disponibles anticuerpos para moléculas con agentes de union naturales tales como biotina y agentes de unién a
etiquetas (véase, SIGMA Immunochemicals 1998 catalogo SIGMA, St. Louis MO).

De manera similar, cualquier compuesto hapténico o antigénico puede usarse en combinacién con un anticuerpo
apropiado para formar un par de agentes de unién etiqueta/etiqueta. En el mercado se encuentran disponibles
cientos de anticuerpos especificos y en la bibliografia se describe cualquiera de los anticuerpos adicionales. Por
ejemplo, en una configuracién comun, la etiqueta es un primer anticuerpo y el agente de unién a etiqueta es un
segundo anticuerpo que reconoce al primer anticuerpo. Ademas de las interacciones antigeno-anticuerpo, las
interacciones receptor-ligando también son apropiadas como pares de agente de unidn a etiqueta y etiqueta. Por
ejemplo, agonistas y antagonistas de receptores de la membrana celular (por ejemplo, interacciones receptor-
ligando celulares tales como transferina, c-kit, ligandos del receptor viral, aceptores de citocina, receptores de
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quimioquina, receptores de interleuquina, receptores y anticuerpos de inmunoglobulina, la familia cadherina, la
familia integrina, la familia selectina y similares; véase, por ejemplo Pigott y Power, The Adhesion Molecular Facts
Book | (1993)). De manera similar, toxinas y venenos, epitopes virales, hormonas (por ejemplo, opiatos, esteroides,
etc.), receptores intracelulares (por ejemplo, que median los efectos de diversos ligandos pequefios, que incluyen
esteroides, hormona tiroidea, retinoides y vitaminas D; péptidos), farmacos, lectinas, azucares, acidos nucleicos
(configuraciones poliméricas lineales y ciclicas), oligosacaridos, proteinas, fosfolipidos y anticuerpos pueden todos
interaccionar con diversos receptores celulares.

También pueden formar una etiqueta o un agente de unién a etiqueta apropiado polimeros sintéticos, tales como
poliuretanos, poliésteres, policarbonatos, poliureas, poliamidas, polietileniminas, sulfuro de poliarileno, polisiloxanos,
poliimidas, y poliacetatos. Muchos otros pares de agentes de unidn etiqueta/etiqueta también son utiles en sistemas
de ensayo descritos en este documento, como seria evidente para un experto en la materia después de revisar esta
descripcion.

Los conectores comunes tales como péptidos, poliéteres y similares también pueden servir como etiquetas e
incluyen secuencias polipeptidicas, tales como secuencias poli gly de entre aproximadamente 5 y 200 aminoécidos.
Los especialistas en la técnica conocen dichos conectores flexibles. Por ejemplo, conectores poli(etilenglicol) estan
disponibles de Shearwater Polymers, Inc. Huntsville, Alabama. Estos conectores opcionalmente tiene enlaces
amida, enlaces sulfidrilo o enlaces heterofuncionales.

Los agentes de union a etiquetas se fijan a sustratos solidos usando diversos métodos actualmente disponibles. Los
sustratos soélidos cominmente se derivatizan o funcionalizan exponiendo toda o una parte del sustrato a un reactivo
quimico que fija un grupo quimico a la superficie que reacciona con una parte del agente de unioén a etiqueta. Por
ejemplo, grupos que son adecuados para unirse a una parte de cadena larga incluirian aminas, hidroxilo, tiol y
grupos carboxilos. Los aminoalquilsilanos e hidroxialquilsilanos pueden usarse para funcionalizar una diversidad de
superficies, tales como superficies vitreas. La construccion de matrices biopoliméricas de fase sélida se describe
bien en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85: 2149-2154 (1963) (que describe la
sintesis en fase sdlida de, por ejemplo, péptidos); Geysen et al., J. Immun. Meth., 102: 259-274 (1987) (que describe
la sintesis de componentes en fase solida en salientes poliacrilicos (pins)); Frank & Doring, Tetrahedron, 44:
60316040 (1988) (que describe la sintesis de diversas secuencias peptidicas en discos de celulosa); Fodor et al.,
Science 251: 767-777 (1991); Sheldon et al., Clinical Chemistry, 39(4); 718-719 (1993); y Kozal et al., Nature
Medicine, 2(7): 753759 (1996) (todos describen matrices de biopolimeros fijados a sustratos sélidos). Los enfoques
no quimicos para fijar agentes de union de etiquetas a sustratos incluyen otros métodos habituales, tales como calor,
reticulacion por radiacion UV y similares.

4. Ensayos basados en ordenador

Otro ensayo para compuestos que modulan la actividad del polipéptido de T1R implica el disefio de los compuestos
ayudados por ordenador, en los que se usa un sistema informatico para generar una estructura tridimensional de un
polipéptido de T1R en base a la informacion estructural codificada por su secuencia de aminoacidos. La secuencia
de aminoacidos de entrada interacciona directa y activamente con un algoritmo preestablecido en un programa
informatico para producir modelos estructurales secundarios, terciarios y cuaternarios de la proteina. Los modelos
de la estructura de la proteina se examinan después para identificar regiones de la estructura que tienen la
capacidad de unirse, por ejemplo, ligandos. Estas regiones se usan después para identificar ligandos que se une a
la proteina.

El modelo estructural tridimensional de la proteina se genera introduciendo en el sistema informatico secuencias de
aminoacidos de la proteina de al menos 10 restos aminoacidicos o secuencias del acido nucleico correspondientes
que codifican un polipéptido de T1R. La secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido de T1R o la secuencia
de aminoacidos de estos, puede ser cualquier secuencia descrita en este documento y versiones conservativamente
modificadas de estas.

La secuencia de aminoacidos representa la secuencia o subsecuencia primaria de la proteina, que codifica la
informacioén estructural de la proteina. Al menos 10 restos de la secuencia de aminoacidos (o una secuencia de
nucleétidos que codifica 10 aminoacidos) se introducen en el sistema informatico desde el teclados del ordenador,
sustratos legibles que incluyen, pero sin limitacion, medios de almacenamiento electrénico (por ejemplo disquetes
magnéticos, cintas, cartuchos y microplacas), medios 6pticos (por ejemplo, CD ROM), informacion distribuida por
sitios de internet y por RAM. El modelo estructural tridimensional de la proteina después se genera por la interaccion
de la secuencia de aminoacidos y el sistema informatico, usando programas informaticos conocidos por los expertos
en la materia.

La secuencia de aminoacidos representa una estructura primaria que codifica la informacién necesaria para formar
la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de la proteina de interés. El programa informatico busca
determinados parametros codificados por la secuencia primaria para generar el modelo estructural. Estos
pardmetros se denominan "términos de energia" y principalmente incluyen potenciales electroestaticos, potenciales
hidréfobos, superficies accesibles disolventes y unién a hidrogeno. Los términos de energia secundarios incluyen
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potenciales de van der Waals. Las moléculas bioldgicas forman las estructuras que minimizan los términos de
energia de un modo acumulativo. El programa informatico usa por lo tanto estos términos codificados por la
estructura primaria o secuencia de aminoacidos para crear el modelo estructural secundario.

La estructura terciaria de la proteina codifica por la estructura secundaria se forma después basandose en los
términos de energia de la estructura secundaria. El usuario en este punto puede introducir variables adicionales
tales como si la proteina es de union a membrana o soluble, su localizacién en el cuerpo, y su localizacién celular,
por ejemplo, citoplasmica, superficie o nucleo. Estas variables junto con los términos de energia de la estructura
secundaria se usan para formar el modelo de la estructura terciaria. En el modelado de la estructura terciaria, el
programa informatico compara caras hidrofobas de la estructura secundaria con iguales y caras hidréfilas de la
estructura secundaria con iguales.

Una vez que se ha generado la estructura, las regiones potenciales de unién a ligando se identifican por el sistema
informatizado. Las estructuras tridimensionales para ligandos potenciales se generan introduciendo las secuencias
de aminoéacidos o de nucleétidos o formulas quimicas de compuestos, como se ha descrito anteriormente. La
estructura tridimensional del ligando potencial después se compara con la del polipéptido de T1R para identificar
ligandos que se unen a la proteina. La afinidad de unidn entre la proteina y los ligandos se determina usando
términos de energia para determinar los ligandos que tienen una probabilidad mejorada de unién a la proteina.

Los sistemas informaticos también se usan para explorar mutaciones, variantes polimérficas, alelos y homdélogos
interespecie de genes de T1R. Dichas mutaciones pueden asociarse con estados de enfermedades o rasgos
genéticos. Como se ha descrito anteriormente, también puede usarse GeneChipTNI y tecnologia relacionada para
explorar mutaciones, variantes polimoérficas, alelos y homologos interespecie. Una vez que las variantes se han
identificado, puede usarse un ensayo de diagnéstico para identificar pacientes que tienen dichos genes mutados. La
identificacion de los genes de T1R mutados implica la recepcién de la entrada de un primer acido nucleico o
secuencia de aminoacidos de un gen de T1R o versiones modificadas conservativamente del mismo. La secuencia
se introduce en el sistema informatico como se ha descrito anteriormente. La primera secuencia de acidos nucleicos
o de aminoacidos después se compara con una segunda secuencia de acidos nucleicos o de aminoacidos que
sustancialmente es idéntica a la primera secuencia. La segunda secuencia se introduce en el sistema informatico de
la manera descrita anteriormente. Una vez comparadas las secuencias primera y segunda, se identifican las
diferencias de nucleétidos o aminoacidos entre las secuencias. Dichas secuencias pueden representar diferencias
alélicas en diversos genes de T1R y mutaciones asociadas con estados de enfermedades y rasgos genéticos.

5. Ensayos de unién basados en células

En una realizacién, una proteina o polipéptido de T1R se expresa en una célula eucariota como un receptor
quimérico con una secuencia chaperona heteréloga que facilita su maduracién y direccion mediante la ruta
secretora. Dichos polipéptidos quiméricos de T1R pueden expresarse en cualquier célula eucariota, tal como células
HEK-293. Preferiblemente, las células comprenden una proteina G funcional, por ejemplo, Ga15, que es capaz de
acoplar el receptor quimérico a una ruta de sefalizacién intracelular o a una proteina de sefalizacién tal como
fosfolipasa C. La activacion de dichos receptores quiméricos en dichas células puede detectarse usando cualquier
método convencional, tal como detectando cambios en el calcio intracelular detectando en la célula la fluorescencia
dependiente de FURA-2.

Los receptores GPCR activados se convierten en sustratos para quinasas que fosforilan la cola C terminal de
receptor (y posiblemente también otros sitios). Por tanto, los activadores promoveran la transferencia de 32P de
GTP marcado con gamma al receptor, que puede ensayarse con un contador de centelleo. La fosforilacion de la cola
C terminal promovera la unién de proteinas de tipo arrestina e interferiran con la unién de proteinas G. La ruta
quinasa/arrestina desempefia un papel clave en la desensibilizacion de muchos receptores GPCR. Por ejemplo,
compuestos que modulan la duracién de un receptor gustativo que permanece activo podria ser util como un medio
para prolongar un gusto deseado o eliminar un gusto indeseado. Para una revision general de la sefal de la
transduccion de sefial de GPCR y métodos de ensayo de la transduccion de sefial, véase, Methods in Enzymology,
vols. 237 y 238 (1994) y volumen 96 (1983); Bourne et al., Nature, 10: 349-117-27 (1991); Bourne et al., Nature, 348:
125-32 (1990); Pitcher et al., Annu. Rev. Biochem., 67: 653-92 (1998).

La modulacion de T1R puede ensayarse comparando la respuesta de un polipéptido de T1R tratado con un
supuesto modulador de T1R para determinar la respuesta de una muestra de control no tratada. Dichos supuestos
moduladores de T1R pueden incluir sustancias gustativas que pueden inhibir o activar la actividad del polipéptido de
T1R. En una realizacion, se asigna a las muestras de control (no tratadas con activadores o inhibidores) un valor de
actividad T1R relativo de 100. La inhibicién de un polipéptido de T1R se consigue cuando el valor de actividad T1R
con respecto al control es aproximadamente del 90%, opcionalmente del 50%, opcionalmente del 25-0%. La
activacion de un polipéptido de T1R se consigue cuando el valor relativo de la actividad T1R con respecto al control
es del 110%, opcionalmente del 150%, 200-500% o 1000-2000%.

Pueden ensayarse cambios en el flujo iénico determinando cambios de polarizacién i6nica (es decir, potencial
eléctrico) de la célula o membrana que expresa un polipéptido de T1R. Un medio para determinar cambios en la
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polarizacion celular es midiendo cambios en la corriente (midiendo por lo tanto cambios en la polarizacion) con
técnicas de pinzamiento de voltaje y pinzamiento zonal (véase, por ejemplo, el modo "célula adjunta", el modo
"dentro-fuera" y el modo "célula completa”, por ejemplo, Ackerman et al., New Engl. J. Med. 336:1575-1595 (1997)).
Las corrientes en célula completa se determinan convenientemente usando el patrén. Otros ensayos conocidos
incluyen: ensayos de flujo idnico radiomarcados y ensayos de fluorescencia que usan colorantes sensibles a voltaje
(véase, por ejemplo, Vestergarrd-Bogind et al., J. Membrana Biol., 88: 67-75 (1988); Gonzales & Tsien, Chem. Biol.,
4: 269277 (1997); Daniel et al., J. Pharmacol. Meth., 25: 185-193 (1991); Holevinsky et al., J. Membrana Biology,
137: 59-70 (1994)). Generalmente, los compuestos a ensayar estan presentes en el intervalo de 1 pM a 100 mM.

Los efectos de los compuestos de ensayo después de la funcidon de los polipéptidos pueden medirse examinando
cualquiera de los parametros descritos anteriormente. Cualquier cambio fisiolégico adecuado que incida sobre la
actividad de GPCR puede usarse para evaluar la influencia de un compuesto de ensayo en los polipéptidos de esta
invencién. Cuando las consecuencias funcionales se determinan usando células o animales intactos, puede medirse
también una diversidad de efectos tales como liberacion del trasmisor, liberacion hormonal, cambios
transcripcionales para marcadores conocidos y no caracterizados (por ejemplo transferencias de northern), cambios
en el metabolismo celular tales como crecimiento celular o cambios de pH y cambios en los mensajeros segundos
intracelulares tales como Ca®*, IP3, GMPc 0 AMPc.

Los ensayos preferidos para los GPCR incluyen células cargadas con iones o colorantes sensibles a voltaje para
revelar actividad receptora. Los ensayos para determinar la actividad de dichos receptores también pueden usar
agonistas y antagonistas conocidos de otros receptores acoplados a proteina G como controles negativos o
positivos para evaluar la actividad de los compuestos ensayados. En ensayos para identificar compuestos
moduladores (por ejemplo, agonistas, antagonistas), los cambios en el nivel de iones en el citoplasma o el potencial
de membrana se controlardn usando un indicador sensible a iones o fluorescente de potencial de membrana,
respectivamente. Entre los indicadores sensibles a iones y sondas de potencial que pueden emplearse se
encuentran los descritos en el Catalogo Molecular Probes 1997. Para receptores acoplados a proteina G, en el
ensayo de eleccion pueden usarse proteinas G promiscuas tales como Ga15 y Ga16 (Wilkie et al., Proc. Nat'l Acad.
Sci., 88: 10049-10053 (1991)). Dichas proteinas G promiscuas permiten el acoplamiento de un amplio intervalo de
receptores.

La activacién de receptor tipicamente inicia acontecimientos intracelulares posteriores, por ejemplo, aumentos en los
mensajeros segundos tales como IP3, que liberan reservas intracelulares de iones calcio. La activacién de algunos
receptores acoplados a proteina G estimula la formacion de trifosfato inositol (IP3) mediante la hidrélisis de
fosfatidilinositol mediada por fosfolipasa C (Berridge & Irving, Nature, 312: 315-21 (1984)). IP3 a su vez estimula la
liberacion de reservas de iones calcio intracelular. Por tanto, para ensayar la funcion del receptor acoplado a
proteina G puede usarse un cambio en los niveles de iones calcio citoplasmico o un cambio en los niveles de
mensajeros segundos tales como IP3. Las células que expresan dichos receptores acoplados a proteina G pueden
mostrar niveles de calcio citoplasmico aumentados como resultado de la contribucidon de reservas intracelulares y
mediante la activacion de canales ionicos, en cuyo caso puede ser deseable aunque no necesario realizar dichos
ensayos en tampones sin calcio, opcionalmente complementados con un agente quelante tal como EGTA, para
distinguir la respuesta de la fluorescencia resultante de la liberacion del calcio a partir de reservas internas.

Otros ensayos pueden implicar determinar la actividad de receptores que, cuando se activan, dan lugar a un cambio
en el nivel de nucledtidos ciclicos intracelulares, por ejemplo, AMPc o GMPc, activando o inhibiendo enzimas tales
como adenilato ciclasa. Existen canales de iones regulados por nucleétidos ciclicos, por ejemplo, canales de las
células baston fotorreceptoras y canales de las neuronas olfativas que son permeables a cationes tras la activacion
mediante la unién de AMPc o GMPc (véase, por ejemplo, Altenhofen et al., Proc. Nat'l Acad. Sci., 88: 9868-9872
(1991) y Dhallan et al., Nature, 347:184-187 (1990)). En casos en los que la activacion del receptor da lugar a una
disminucion de los niveles de nucledtidos ciclicos, puede ser preferible exponer las células a agentes que aumentan
los niveles de nucledtidos ciclicos intracelulares, por ejemplo, forsfocolina, antes de afiadir un compuesto activador-
receptor a las células en el ensayo. Para este tipo de ensayo pueden prepararse células por co-transfecciéon de una
célula hospedadora con ADN que codifica un canal iénico regulado por nucleétidos ciclicos, fosfatasa GPCR y ADN
que codifica un receptor (por ejemplo, determinados receptores de glutamato, receptores de acetilcolina
muscarinicos, receptores de dopamina, receptores de serotonina y similares), que, cuando se activan, causan un
cambio en los niveles de nucledtidos ciclicos en el citoplasma.

En una realizacion preferida, la actividad del polipéptido de T1R se mide mediante la expresién de un gen de T1R en
una célula heterdloga con una proteina G promiscua que une el receptor a una ruta de transduccién de senal de
fosfolipasa C (véase Offermanns & Simon, J. Biol. Chem., 270: 15175-15180 (1995)). Opcionalmente la linea celular
es HEK-293 (que no expresa naturalmente genes de T1R) y la proteina G promiscua es Ga15 (Offermanns & Simon,
anteriormente). La modulacion de la transduccion gustativa se ensaya midiendo cambios en los niveles de ca*
intracelular, que cambian como respuesta a la modulacion de la ruta de transduccion de sefial de T1R mediante la
administracion de una molécula que se asocia con un polipéptido de T1R. Los cambios en los niveles de ca®* se
miden opcionalmente usando colorantes indicadores de Ca®" fluorescente y formacion de imagenes fluorométricas.

En una realizacion, los cambios en el AMPc o GMPc intracelular pueden medirse usando inmunoensayos. El método
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descrito en Offermanns & Simon, J. Bio. Chem., 270: 15175-15180 (1995), puede usarse para determinar el nivel de
AMPc. También, el método descrito en Felley-Bosco et al., Am. J. Resp. Cell and Mol. Biol., 11: 159-164 (1994),
puede usarse para determinar el nivel de GMPc. Ademas, en la Patente de Estados Unidos 4.115.538 se describe
un kit de ensayo para medir AMPc y/o GMPc.

En otra realizacion, la hidrélisis del fosfatidilinositol (Pl) puede analizarse de acuerdo con la Patente de Estados
Unidos 5.436.128. En resumen, el ensayo supone el marcaje de células con 3H-mioinositol durante 48 horas o més.
Las células marcadas se tratan con un compuesto de ensayo durante 1 hora. Se produce la lisis de las células
tratadas y se realiza la extraccion en agua-metanol-cloroformo después de separar los fosfatos inositol por
cromatografia de intercambio idnico y se cuantifica por recuento del centelleo. La estimulacién del plegamiento se
determina calculando la proporcién de cpm en presencia de agonista, respecto a cpm en presencia del control
tampodn. Del mismo modo, la inhibicion del plegamiento se determina calculando la proporcién de cpm en presencia
de antagonista, con respecto a cpm en presencia del control tampoén (que puede contener o no un agonista).

En otra realizacion, los niveles de transcripcion pueden medirse para evaluar los efectos de un compuesto del
ensayo en la transduccion de sefial. Una célula hospedadora que contiene un polipéptido de T1R de interés se pone
en contacto con un compuesto del ensayo durante un tiempo suficiente para efectuar cualquier interaccion, y
después se mide el nivel de expresion del gen. La cantidad de tiempo para efectuar dichas interacciones puede
determinarse empiricamente, tal como dejando transcurrir un tiempo y midiendo el nivel de transcripcién como una
funcién de tiempo. La cantidad de transcripcién puede medirse usando cualquier método que sea adecuado
conocido por los expertos en la materia. Por ejemplo, la expresion de ARNm de la proteina de interés puede
detectarse usando transferencias de northern o sus productos polipeptidicos pueden identificarse usando
inmunoensayos. Como alternativa, pueden usarse ensayos basados en transcripcion que usan genes indicadores
como se describe en la Patente de Estados Unidos 5.436.128.

Los genes indicadores pueden ser, por ejemplo, cloramfenicol acetiltransferasa, luciferasa, 3-galactosidasa y
fosfatasa alcalina. Adicionalmente, la proteina de interés puede usarse como un indicador indirecto mediante la
union a un segundo indicador tal como proteina verde fluorescente (véase, por ejemplo Mistili & Spector, Nature
Biotechnology, 15: 961-964 (1997)).

La cantidad de transcripcion después se compara con la cantidad de transcripcidon en la misma célula en ausencia
del compuesto del ensayo o puede compararse con la cantidad de transcripcion en una célula sustancialmente
idéntica que carece del polipéptido de T1R de interés. Una célula sustancialmente idéntica puede obtenerse a partir
de las mismas células de las que se han preparado las células recombinantes pero que no se han modificado
mediante la introduccion de ADN heterélogo. Cualquier diferencia en la cantidad de transcripciéon indica que el
compuesto del ensayo de alguna manera tiene modificada la actividad del polipéptido de T1R de interés.

6. Animales transgénicos no humanos que expresan receptores quimiosensoriales

Animales no humanos que expresan una 0 mas secuencias receptoras quimiosensoriales de la invencién, también
puede usarse para ensayos de receptor. Dicha expresion puede usarse para determinar si un compuesto del ensayo
se une especificamente a un polipéptido gustativo del receptor transmembrana en mamiferos in vivo poniendo en
contacto un animal no humano transfectado de manera estable o transitoria con un acido nucleico que codifica un
receptor quimiosensorial o una region de unién a ligando del mismo con un compuesto del ensayo y determinando si
el animal reacciona al compuesto del ensayo uniendo especificamente el polipéptido al receptor.

Los animales transfectados o infectados con los vectores de la invencion son particularmente Utiles para los ensayos
para identificar y caracterizar ligandos/sustancias gustativas que pueden unirse a un receptor especifico o conjunto
de receptores. Dichos animales infectados por vectores que expresan secuencias receptoras quimiosensoriales
pueden usarse para explorar in vivo sustancias gustativas y su efecto en, por ejemplo, la fisiologia celular (por
ejemplo, en neuronas gustativas), en el SNC, o comportamiento.

En la técnica se conocen bien medios para infectar/expresar los vectores y acidos nucleicos, individualmente o
como bibliotecas. Mediante diversos medios, pueden medirse diversos parametros en células individuales, 6rganos
0 en animales completos. Por ejemplo, las secuencias de T1R de la invencidn pueden expresarse en tejidos
gustativos animales mediante administracion con un agente de infeccion, por ejemplo un vector de expresion
adenovirus.

Los genes enddégenos del receptor quimiosensorial pueden permanecer funcionales y pueden presentar aun
actividad de tipo silvestre (nativo) .En oftras situaciones, cuando se desea que toda la actividad del receptor
quimosensorial sea por el receptor hibrido exdgeno introducido, se prefiere el uso de una linea desactivada
(knockout). En la técnica se conocen bien métodos para la construccion de animales transgénicos no humanos,
particularmente ratones transgénicos y la seleccién y preparacion de construcciones recombinantes para generar
células transformadas.
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La construccion de una célula y animal "knockout" se basa en la premisa de que el nivel de expresion de un gen en
particular en una célula de mamifero puede disminuirse o anularse completamente introduciendo el genoma una
nueva secuencia de ADN que sirve para interrumpir alguna parte de la secuencia de ADN del gen a suprimir.
También puede usarse la “insercion atrapa genes” para alterar un gen hospedador y células madre embriénicas (ES)
de ratén pueden usarse para producir animales transgénicos knockout (véase, por ejemplo, Holzschu, Transgenic
Res 6: 97-106 (1997)). La insercion del exdgeno es tipicamente por recombinacién homéloga entre secuencias de
acido nucleico complementario. La secuencia exdgena es alguna parte del gen diana a modificar, tales como
secuencias exonicas, intrénicas o reguladoras de la transcripcion, o cualquier secuencia gendémica que es estable
para afectar el nivel de la expresion del gen diana; o una combinacion de los mismos. La direccion de los genes
mediante recombinacion homoéloga en células madre embridnicas pluripotenciales permiten modificar de manera
precisa la secuencia genémica de interés. Cualquier técnica puede usarse para crear, explorar, propagar, un animal
knockout, por ejemplo, véase Bijvoet, Hum. Mot. Genet 7: 53-62 (1998); Moreadith, J. Mot. Med, 75: 208-216 (1997);
Tojo, Cytotechnology 19: 161-165 (1995); Mudgett, Methods Mot. Biol 48: 167-184 (1995); Longo, Transgenic Res.
6: 321-328 (1997); las Patentes de Estados Unidos N° 5.616.491; 5.464.764; 5.631.153; 5.487.992; 5.627.059;
5.272.071; WO 91/09955; WO93/09222; WO 96/29411; WO 95/31560; WO 91/12650.

Los acidos nucleicos de la invencion también pueden usarse como reactivos para producir células humanas
"knockout" y su progenie. Del mismo modo, los acidos nucleicos de la invencion también pueden usarse como
reactivos para producir "knock-ins" en ratones. Las secuencias de genes de T1R de rata o de ser humano pueden
reemplazar la T1R ortéloga en el genoma del ratdon. De esta manera, se produce un ratén que expresa un T1R de
rata o de ser humano. Este ratén después puede usarse para analizar la funcién de los T1R de rata o de ser humano
y para identificar ligandos para dichos T1R.

F. Moduladores

Los compuestos ensayados como moduladores de un miembro de la familia de T1R pueden ser cualquier
compuesto quimico pequefo, o una entidad bioldgica, tal como una proteina, azicar, acido nucleico o lipido. De
manera alternativa, los moduladores pueden ser versiones modificadas genéticamente de un gen de T1R.
Tipicamente, los compuestos del ensayo seran moléculas quimicas y péptidos pequefios. Esencialmente en los
ensayos de la invencion, puede usarse cualquier compuesto quimico como un modulador o ligando potencial, sin
embargo en la mayoria de los casos se usan compuestos que pueden disolverse en soluciones acuosas u organicas
(especialmente basadas en DMSO). Los ensayos se disefian para explorar grandes bibliotecas quimicas
automatizando las etapas del ensayo y proporcionando compuestos de cualquier fuente conveniente para ensayar,
que se procesan tipicamente en paralelo (por ejemplo, en formatos de microtitulacion o en placas de microtitulacion
en ensayos informatizados). Debera apreciarse que existen muchos proveedores de compuestos quimicos,
incluyendo Sigma (St. Louis, MO), Aldrich (St. Louis, MO), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), Fluka Chemika-
Biochemica Analytika (Buchs, Switzerland) y similares.

En una realizacion preferida, los métodos de exploracion de alto rendimiento implican proporcionar una biblioteca
peptidica o quimica combinatoria que contiene una gran cantidad de compuestos terapéuticos potenciales
(moduladores o compuestos ligando potenciales). Dichas “bibliotecas combinatorias quimicas” o “bibliotecas de
ligandos” se exploran después en uno 0 mas ensayos, como se describe en este documento, para identificar
aquellos miembros de la biblioteca (especies o subclases quimicas particulares) que presentan una actividad
caracteristica deseada. Los compuestos identificados de esta manera pueden servir como “compuestos candidatos”
convencionales o ellos mismos pueden usarse como agentes terapéuticos potenciales o verdaderos.

Una biblioteca quimica combinatoria es una coleccién de varios compuestos quimicos generados por sintesis
quimica o biolégica, combinando una cantidad de “bloques de construccién” quimicos tales como reactivos. Por
ejemplo, una biblioteca quimica combinatoria lineal tal como una biblioteca polipeptidica se forma combinando una
serie de bloques de construccion quimicos (aminoacidos) de cualquier manera posible para una longitud
determinada de un compuesto (es decir, el nUmero de aminoacidos en un compuesto polipeptidico). Mediante dicha
mezcla combinatoria de bloques de construccidn quimicos pueden sintetizarse millones de compuestos quimicos.

La preparacion y exploraciéon de bibliotecas quimicas combinatorias se conoce bien por los expertos en la técnica.
Dichas bibliotecas quimicas combinatorias incluyen, pero sin limitacion, bibliotecas peptidicas (véase, por ejemplo, la
Patente de Estados Unidos 5.010.175, Furka, Int. J. Pept. Prot. Res., 37: 487-493 (1991) y Houghton et al, Nature,
354: 84-88 (1991)). También pueden usarse otros productos quimicos para generar bibliotecas de diversidad
quimica. Dichos productos quimicos incluyen, pero sin limitacion: peptoides (por ejemplo, Publicacion PCT N° WO
91/19735), péptidos codificados (por ejemplo, Publicacion PCT N° WO 93/20242), bio-oligdmeros aleatorios (por
ejemplo, Publicacion PCT N° WO 92/00091), benzodiacepinas (por ejemplo, Patente de Estados Unidos N°
5.288.514), diversomeros tales como hidantoinas, benzodiacepinas y dipéptidos (Hobbs et al, Proa Nat Acad. Set,
90: 6909-6913 (1993)), polipéptidos vinilogos (Hagihara et af, J. Amer. Chew. Soc, 114: 6568 (1992)),
peptidomiméticos no peptidicos con armazén de glucosa (Hirschmann et al, J. Amer. Chem. Soc, 114: 9217-9218
(1992)), sintesis organica de andlogos de bibliotecas de pequefios compuestos (Chen et al., J. Amer. Chem. Soc,
116: 2661 (1994)), oligocarbamatos (Cho et al., Science, 261: 1303 (1993)), peptidil fosfonatos (Campbell et al, J,
Org. Chem., 59: 658 (1994)), bibliotecas de acidos nucleicos (Ausubel, Berger y Sambrook, todos anteriormente),
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bibliotecas de acidos nucleicos peptidicos (Patente de Estados Unidos 5.539.083), bibliotecas de anticuerpos
(Vaughn et al., Nature Biotechnology, 14(3): 309-314(1996) y PCT/US96/10287), bibliotecas de hidratos de carbono
(Liang et al., Science, 274; 1520-1522 (1996) y Patente de Estados Unidos 5.593.853), bibliotecas de pequefias
moléculas organicas (benzodiacepinas, Baum, C&EN, 18 enero, pag. 33 (1993); tiazolidinonas y metatiazanonas,
Patente de Estados Unidos 5.549.974; pirrolidinas, Patentes de Estados Unidos 5.525.735 y 5.519.134; compuestos
morfolino, Patente de Estados Unidos 5.506.337; benzodiacepinas, 5.288.514 y similares).

Los dispositivos para la preparacion de bibliotecas combinatorias se encuentran disponibles (véase, por ejemplo,
357 MPS, 390 MPS (Advanced Chem Tech, Louisville KY), Symphony (Rainin, Woburn, MA), 433A (Applied
Biosystems, Foster City, CA), 9050 Plus (Millipore, Bedford, MA)). Ademas, numerosas bibliotecas combinatorias se
encuentran ellas mismas disponibles en el mercado (véase, por ejemplo, ComGenex, Princeton, NJ; Tripos, Inc., St.
Louis, MO; 3D Pharmaceuticals, Bxton, PA; Martek Biosciences; Columbia, MD; efc).

En un aspecto de la descripcion, los moduladores de T1R pueden usarse en cualquier producto alimentario, dulces,
composiciones farmacéuticas o ingredientes de los mismos para modular por lo tanto el gusto del producto, la
composicion o los ingredientes de una manera deseada. Por ejemplo, a un producto o composicion edulcorante
pueden afadirse moduladores de T1R que potencian la sensacion gustativa dulce, al mismo tiempo que para
mejorar el gusto de un producto o composicion pueden afiadirse moduladores de T1R que bloquean sensaciones
gustativas no deseables.

G. Métodos para Representar y Predecir la Percepcion del Gusto

La descripcién también proporciona preferiblemente métodos para representar la percepcién del gusto y/o para
predecir la percepcion del gusto en un mamifero, incluyendo en un ser humano. Preferiblemente, dichos métodos
pueden realizarse usando los receptores y genes que codifican dichos polipéptidos de T1R descritos en este
documento.

También se describe un método de exploracion de uno o mas compuestos para determinar la presencia de un gusto
detectable por un mamifero, que comprende: poner en contacto dicho uno o mas compuestos con los receptores
descritos, preferiblemente en el que el animal es un ser humano. También se describe un método para representar
la percepcion gustativa de un gusto particular en un ser humano, que comprende las etapas de proporcionar valores
X a X, representativos de la estimulaciéon cuantitativa de cada uno de los n receptores quimiosensoriales de dicho
vertebrado, en el que n es superior o igual a 2; y generar a partir de dichos valores una representacion cuantitativa
de la percepcién gustativa. Los receptores quimiosensoriales pueden ser un receptor quimiosensorial descrito en
este documento, la representacion puede constituir un punto o un volumen en el espacio n-dimensional, puede
constituir un grafico o un espectro y puede constituir una matriz de representaciones cuantitativas. La etapa de
proporcionar valores también puede comprender poner en contacto una pluralidad de receptores quimiosensoriales
producidos de manera recombinante con una composiciéon del ensayo y medir cuantitativamente la interaccién de
dicha composicion con dichos receptores.

También se describe un método para predecir la percepcion gustativa en un mamifero generado por una o mas
moléculas o combinaciones de moléculas que producen una percepcion gustativa desconocida en un mamifero, que
comprende las etapas de: proporcionar valores X a X, representativos de la estimulacién cuantitativa de cada uno
de los n receptores quimiosensoriales de dicho vertebrado, en el que n es superior o igual a 2, para una o mas
moléculas o combinaciones de moléculas que producen la percepcion gustativa conocida en un mamifero; y generar
a partir de dichos valores una representacion cuantitativa de la percepcién gustativa en un mamifero para la una o
mas moléculas o combinaciones de moléculas que producen la percepcidon gustativa conocida en un mamifero,
proporcionando valores X; a X, representativos de la estimulacidon cuantitativa de cada uno de los n receptores
quimiosensoriales de dicho vertebrado, en el que n es superior o igual a 2, para una o mas moléculas o
combinaciones de moléculas que producen la percepcion gustativa desconocida en un mamifero; y generar a partir
de dichos valores una representacion cuantitativa de la recepcion gustativa en un mamifero para la una o mas
moléculas o combinaciones de moléculas que producen una percepcion gustativa desconocida en un mamifero y
predecir la percepcion gustativa en un mamifero generada por una o0 mas moléculas o combinaciones de moléculas
que producen la percepcion gustativa desconocida en un mamifero comparando la representacion cuantitativa de la
percepcién gustativa en un mamifero para la una o mas moléculas o combinaciones de moléculas que producen la
percepcién gustativa desconocida en un mamifero para la representacion cuantitativa de la percepcién gustativa en
un mamifero para la una o mas moléculas o combinaciones de moléculas que producen la percepcién gustativa
conocida en un mamifero. Los receptores quimiosensoriales usados en este método pueden incluir un receptor
quimiosensorial descrito en este documento.

En otra realizacién, se generan nuevas moléculas o combinaciones de moléculas que provocan una percepcion
gustativa predeterminada en un mamifero determinando un valor de percepcién gustativa en un mamifero para una
molécula o combinaciones de moléculas desconocidas como se ha descrito anteriormente; se determina un valor de
percepcién gustativa en un mamifero para una o mas moléculas o combinaciones de moléculas desconocidas como
se ha descrito anteriormente; se compara el valor de percepcion gustativa en un mamifero para una o mas
composiciones desconocidas con respecto al valor de percepcion gustativa en un mamifero para una o mas
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composiciones conocidas; se selecciona una molécula o combinaciones de moléculas que provocan una percepcion
gustativa predeterminada en un mamifero; y se combinan dos o mas moléculas o combinaciones de moléculas
desconocidas para formar una molécula o combinacién de moléculas que provocan una percepcion gustativa
predeterminada en un mamifero. La etapa de combinacién produce una sola molécula simple o una combinacién de
moléculas que provocan una percepcion de gustativa predeterminada en un animal.

En otra realizacion, se proporciona un método para estimular un gusto, que comprende las etapas de: para cada uno
de una pluralidad de receptores quimiosensoriales clonados, preferiblemente receptores humanos, determinar el
grado en el que interacciona el receptor con la sustancia gustativa, y combinar una pluralidad de compuestos, cada
uno con una interaccion previamente determinada con uno o mas de los receptores, en cantidades que juntos
proporcionan un perfil de estimulacién sobre el -receptor que mimetiza el perfil de la sustancia gustativa. La
interaccion de una sustancia gustativa con un receptor quimiosensorial puede determinarse usando cualquiera de
los ensayos de unién o indicadores descritos en este documento. La pluralidad de compuestos puede después
combinarse para formar una mezcla. Si se desea, uno o mas de la pluralidad de los compuestos pueden combinarse
covalentemente. Los compuestos combinados sustancialmente estimulan al menos el 75%, 80% o el 90% de los
receptores que estimula sustancialmente la sustancia gustativa.

En otra realizacion preferida, se ensaya una pluralidad de compuestos convencionales frente a una pluralidad de
receptores quimiosensoriales para determinar el grado al cual cada uno de los receptores interacciona con cada
compuesto convencional, generando por lo tanto un perfil de estimulacion sobre el receptor para cada compuesto
convencional. Estos perfiles de estimulacion de los receptores pueden después almacenarse en una base de datos
relacional en un medio de almacenaje de datos. El método puede comprender adicionalmente proporcionar un perfil
de estimulacién sobre el receptor deseado para un gusto; comparar el perfil de estimulacion sobre el receptor
deseado con la base de datos relacional; y determinar una o mas combinaciones de compuestos convencionales
que mas estrechamente coinciden con el perfil de estimulacion sobre el receptor deseado. El método puede
comprender adicionalmente combinar compuestos convencionales en una o mas de las combinaciones
determinadas para estimular el gusto.

H. Kits

Los genes de T1R y sus homdlogos son herramientas utiles para identificar células receptoras quimiosensoriales,
para determinaciones forenses y de paternidad y para examinar la transduccién gustativa. Los reactivos especificos
de los miembros de la familia de T1R que se hibridan especificamente con los acidos nucleicos de T1R, tales como
sondas y cebadores de T1R , reactivos especificos de T1R que se unen especificamente a un polipéptido de T1R,
por ejemplo anticuerpos de T1R se usan para examinar la expresion celular gustativa y la regulacion de la
transduccion gustativa.

Los expertos en la técnica conocen bien numerosas técnicas de ensayos de acidos nucleicos para determinar la
presencia de ADN y ARN para un miembro de la familia de T1R en una muestra, tales como andlisis de Southern,
analisis de Northern, transferencias de mancha, proteccion de ARNasa, analisis S1, técnicas de amplificacién tales
como PCR e hibridacién in situ. En la hibridacion in situ, por ejemplo, el acido nucleico diana se libera de su entorno
celular de manera que queda disponible para la hibridacién con la célula conservando al mismo tiempo la morfologia
celular para interpretacion y analisis posteriores. Los siguientes articulos proporcionan una vision de conjunto de la
técnica de hibridacion in situ: Singer et al, Biotechniques, 4: 230250 (1986); Haase et al., Methods in Virology, vol.
VIl pags. 189-226 (1984); y Nucleic Acid Hybridization: A Practical Approach (Names et al., eds. 1987).
Adicionalmente, con las diversas técnicas de inmunoensayo descritas anteriormente puede detectarse un polipéptido
de T1R. La muestra del ensayo se compara tipicamente con un control positivo (por ejemplo, una muestra que
expresa un polipéptido de T1R recombinante) y con un control negativo.

La presente descripcion también proporciona kits para explorar moduladores de miembros de la familia de T1R.
Dichos kits pueden prepararse a partir de materiales y reactivos facilmente disponibles. Por ejemplo, dichos kits
pueden comprender cualquiera o0 mas de los siguientes materiales: acidos nucleicos o proteinas de T1R, tubos de
reaccion, e instrucciones para ensayar la actividad de T1R. Opcionalmente, el kit contiene un receptor de T1R
biolégicamente reactivo. De acuerdo con la presente invencion, puede prepararse una amplia diversidad de kits y
componentes, dependiendo del uso destinado para el kit y de los requisitos particulares del usuario.

Ejemplos

En las secuencias de proteinas representadas en este documento, el codigo X de una letra o Xaa se refiere a
cualquiera de los veinte restos aminoacidicos comunes. En las secuencias de ADN presentadas en este documento,
los cédigos N o n de una letra se refieren a cualquiera de las cuatro bases de nucledtidos A, T, C, o G.

Ejemplo 1-hT1R3

A continuacién se proporciona ADN gendémico de hT1R3 como SEC ID N° 1 y SEC ID N° 2 con secuencias
codificantes (cds) predichas mostradas en negrita. La ruptura entre los céntigos 5’ y 3’ se muestra como puntos
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suspensivos (“......... ’). Las cds predichas de hT1R3 se describen en la SEC ID N° 3. Por ultimo, se proporciona una
secuencia preferida, predicha de aminoacidos de hT1R3 como SEC ID N° 4, usando el cddigo de una letra para los
aminoacidos.

ADN genémico de hT1R3 —céntigo 5’ (SEC ID N° 1)
AGCCTGGCAGTGGCCTCAGGCAGAGTCTGACGCGCACAAACTTTCAGGCCCAGGAAGCGA
GGACACCACTGGGGCCCCAGGGTGTGGCAAGTGAGGATGGCAAGGGTTTTGCTAAACAAA
TCCTCTGCCCGCTCCCCGCCCCGGGCTCACTCCATGTGAGGCCCCAGTCGGGGCAGCCACC
TGCCGTGCCTGTTGGAAGTTGCCTCTGCCATGCTGGGCCCTGCTGTCCTGGGCCTCAGC
CTCTGGGCTCTCCTGCACCCTGGGACGGGGGCCCCATTGTGCCTGTCACAGCAACTT
AGGATGAAGGGGGACTACGTGCTCGGGCGGCTGTTCCCCCTGGGCGAGGCCGAGGA
GGCTGGCCTCCGCAGCCGGACACGGCCCAGCAGCCCTGTGTGCACCAGGTACAGAGG
TGGGACGGCCTGGGTCGGGGTCAGGGTGACCAGGTCTGGGGTGCTCCTGAGCTGGGGCCG
AGGTGGCCATCTGCGGTTCTGTGTGGCCCCAGGTTCTCCTCAAACGGCCTGCTCTGGGC
ACTGGCCATGAAAATGGCCGTGGAGGAGATCAACAACAAGTCGGATCTGCTGCCCGG
GCTGCGCCTGGGCTACGACCTCTITGATACGTGCTCGGAGCCTGTGGTGGCCATGAA
GCCCAGCCTCATGTTCCTGGCCAAGGCAGGCAGCCGCGACATCGCCGCCTACTGCAA
CTACACGCAGTACCAGCCCCGTGTGCTGGCTGTCATCGGGCCCCACTCGTCAGAGCT
CGCCATGGTCACCGGCAAGTTCTTCAGCTTCTTCCTCATGCCCCAGTGGGGCGCCCCC

CACCATCACCCACCCCCAACCAACCCCTGCCCCGTGGGAGCCCCTTGTGTCAGGAGAATGE
(SEC ID N°: 1)

ADN genémico de hT1R3 — céntigo 3’ (SEC ID N° 2)
.................. TACATGCACCCCACCCAGCCCTGCCCTGGGAGCCCTGTGTCAGAAGATGC
TCTTGGCCTTGCAGGTCAGCTACGGTGCTAGCATGGAGCTGCTGAGCGCCCGGGAGAC
CTTCCCCTCCTTCTTCCGCACCGTGCCCAGCGACCGTGTGCAGCTGACGGCCGCCGC
GGAGCTGCTGCAGGAGTTCGGCTGGAACTGGGTGGCCGCCCTGGGCAGCGACGACG
AGTACGGCCGGCAGGGCCTGAGCATCTTCTCGGCCCTGGCCGCGGCACGCGGCATCT
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GCATCGCGCACGAGGGCCTGGTGCCGCTGCCCCGTGCCGATGACTCGCGGCTGGGG
AAGGTGCAGGACGTCCTGCACCAGGTGAACCAGAGCAGCGTGCAGGTGGTGCTGCT
GTTCGCCTCCGTGCACGCCGCCCACGCCCTCTTCAACTACAGCATCAGCAGCAGGCT
CTCGCCCAAGGTGTGGGTGGCCAGCGAGGCCTGGCTGACCTCTGACCTGGTCATGGG
GCTGCCCGGCATGGCCCAGATGGGCACGGTGCTTGGCTTCCTCCAGAGGGGTGCCCA
GCTGCACGAGTTCCCCCAGTACGTGAAGACGCACCTGGCCCTGGCCACCGACCCGGE
CTTCTGCTCTGCCCTGGGCGAGAGGGAGCAGGGTCTGGAGGAGGACGTGGTGGGCC
AGCGCTGCCCGCAGTGTGACTGCATCACGCTGCAGAACGTGAGCGCAGGGCTAAATC
ACCACCAGACGTTCTCTGTCTACGCAGCTGTGTATAGCGTGGCCCAGGCCCTGCACA
ACACTCTTCAGTGCAACGCCTCAGGCTGCCCCGCGCAGGACCCCGTGAAGCCCTGGC
AGGTGAGCCCGGGAGATGGGGGTGTGCTGTCCTCTGCATGTGCCCAGGCCACCAGGCACG
GCCACCACGCCTGAGCTGGAGGTGGCTGGCGGCTCAGCCCCGTCCCCCGCCCGCAGCTCC
TGGAGAACATGTACAACCTGACCTTCCACGTGGGCGGGCTGCCGCTGCGGTTCGACA
GCAGCGGAAACGTGGACATGGAGTACGACCTGAAGCTGTGGGTGTGGCAGGGCTCA
GTGCCCAGGCTCCACGACGTGGGCAGGTTCAACGGCAGCCTCAGGACAGAGCGCCT
GAAGATCCGCTGGCACACGTCTGACAACCAGGTGAGGTGAGGGTGGGTGTGCCAGGCG
TGCCCGTGGTAGCCCCCGCGGCAGGGCGCAGCCTGGGGGTGGGGGCCGTTCCAGTCTCCC
GTGGGCATGCCCAGCCGAGCAGAGCCAGACCCCAGGCCTGTGCGCAGAAGCCCGTGTCC
CGGTGCTCGCGGCAGTGCCAGGAGGGCCAGGTGCGCCGGGTCAAGGGGTTCCACTC
CTGCTGCTACGACTGTGTGGACTGCGAGGCGGGCAGCTACCGGCAAAACCCAGGTGA
GCCGCCTTCCCGGCAGGCGGGGéTGGGAACGCAGCAGGGGAGGGTCCTGCCAAGTCCTGA
CTCTGAGACCAGAGCCCACAGGGTACAAGACGAACACCCAGCGCCCTTCTCCTCTCTCACA
GACGACATCGCCTGCACCTTTTGTGGCCAGGATGAGTGGTCCCCGGAGCGAAGCACA
CGCTGCTTCCGCCGCAGGTCTCGGTTCCTGGCATGGGGCGAGCCGGCTGTGCTGCTG
CTGCTCCTGCTGCTGAGCCTGGCGCTGGGCCTIGTGCTGGCTGCTTTGGGGCTGTTC
GTTCACCATCGGGACAGCCCACTGGTTCAGGCCTCGGGGGGGCCCCTGGCCTGCTTT
GGCCTGGTGTGCCTGGGCCTGGTCTGCCTCAGCGTCCTCCTGTTCCCTGGCCAGCCC
AGCCCTGCCCGATGCCTGGCCCAGCAGCCCTTGTCCCACCTCCCGCTCACGGGCTGC
CTGAGCACACTCTTCCTGCAGGCGGCCGAGATCTTCGTGGAGTCAGAACTGCCTCTG
AGCTGGGCAGACCGGCTGAGTGGCTGCCTGCGGGGGCCCTGGGCCTGGCTGGTGGT
GCTGCTGGCCATGCTGGTGGAGGTCGCACTGTGCACCTGGTACCTGGTGGCCTTCCC
GCCGGAGGTGGTGACGGACTGGCACATGCTGCCCACGGAGGCGCTGGTGCACTGCC
GCACACGCTCCTGGGTCAGCTTCGGCCTAGCGCACGCCACCAATGCCACGCTGGCCT
TTCTCTGCTTCCTGGGCACTITCCTGGTGCGGAGCCAGCCGGGCTGCTACAACCGTG
CCCGTGGCCTCACCTTTGCCATGCTGGCCTACTTCATCACCTGGGTCTCCTTTGTGCC
CCTCCTGGCCAATGTGCAGGTGGTCCTCAGGCCCGCCGTGCAGATGGGCGCCCTCCT
GCTCTGTGTCCTGGGCATCCTGGCTGCCTTCCACCTGCCCAGGTGTTACCTGCTCATG
CGGCAGCCAGGGCTCAACACCCCCGAGTTCTTCCTGGGAGGGGGCCCTGGGGATGC
CCAAGGCCAGAATGACGGGAACACAGGAAATCAGGGGAAACATGAGTGACCCAACCC
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TGTGATCTCAGCCCCGGTGAACCCAGACTTAGCTGCGATCCCCCCCAAGCCAGCAATGACC
CGTGTCTCGCTACAGAGACCCTCCCGCTCTAGGTTCTGACCCCAGGTTGTCTCCTGACCCT
GACCCCACAGTGAGCCCTAGGCCTGGAGCACGTGGACACCCCHSTGACCATC(SECIDPP
2)

ADN gendémico de longitud completa de hT1R3 (SEC ID N° 20)
AGCCTGGCAGTGGCCTCAGGCAGAGTCTGACGCGCACAAACTTTCAGGCCCAGGAAGCGA

GGACACCACTGGGGCCCCAGGGTGTGGCAAGTGAGGATGGCAAGGGTTTTGCTAAACAAA
TCCTCTGCCCGCTCCCCGCCCCGGGCTCACTCCATGTGAGGCCCCAGTCGGGGCAGCCACC
TGCCGTGCCTGTTGGAAGTTGCCTCTGCCATGCTGGGCCCTGCTGTCCTGGGCCTCAGC
CTCTGGGCTCTCCTGCACCCTGGGACGGGGGCCCCATTGTGCCTGTCACAGCAACTT
AGGATGAAGGGGGACTACCTGC’I_‘GGGGGGGCTG‘I"I‘C CCCCTGGGCGAGGCCGAGGA
GGCTGGCCTCCGCAGCCGGACACGGCCCAGCAGCCCTGTGTGCACCAGGTACAGAGG
TGGGACGGCCTGGGTCGGGGTCAGGGTGACCAGGTCTGGGGTGCTCCTGAGCTGGGGCCG
AGGTGGCCATCTGCGGTTCTGTGTGGCCCCAGGTTCTCCTCAAACGGCCTGCTCTGGGC
ACTGGCCATGAAAATGGCCGTGGAGGAGATCAACAACAAGTCGGATCTGCTGCCCGG
GCTGCGCCTGGGCTACGACCTCTTTGATACGTGCTCGGAGCCTGTGGTGGCCATGAA
GCCCAGCCTCATGTTCCTGGCCAAGGCAGGCAGCCGCGACATCGCCGCCTACTGCAA
CTACACGCAGTACCAGCCCCGTGTGCTGGCTGTCATCGGGCCCCACTCGTCAGAGCT
CGCCATGGTCACCGGCAAGTTCTTCAGCTTCTTCCTCATGCCCCAGTGGGGCGCCCCC
CACCATCACCCACCCCCAACCAACCCCTGCCCCGTGGGAGCCCCTTGTGTCAGGAGAATGC
TACATGCACCCCACCCAGCCCTGCCCTGGGAGCCCTGTGTCAGAAGATGCTCTTGGCCTTG
CAGGTCAGCTACGGTGCTAGCATGGAGCTGCTGAGCGCCCGGGAGACCTTCCCCTCC
TTCTTCCGCACCGTGCCCAGCGACCGTGTGCAGCTGACGGCCGCCGCGGAGCTGCTG
CAGGAGTTCGGCTGGAACTGGGTGGCCGCCCTGGGCAGCGACGACGAGTACGGCCG
GCAGGGCCTGAGCATCTTCTCGGCCCTGGCCGCGGCACGCGGCATCTGCATCGCGCA
CGAGGGCCTGGTGCCGCTGCCCCGTGCCGATGACTCGCGGCTGGGGAAGGTGCAGG
ACGTCCTGCACCAGGTGAACCAGAGCAGCGTGCAGGTGGTGCTGCTGTTCGCCTCCG
TGCACGCCGCCCACGCCCTCTTCAACTACAGCATCAGCAGCAGGCTCTCGCCCAAGG
TGTGGGTGGCCAGCGAGGCCTGGCTGACCTCTGACCTGGTCATGGGGCTGCCCGGCA
TGGCCCAGATGGGCACGGTGCTTGGCTTCCTCCAGAGGGGTGCCCAGCTGCACGAGT
TCCCCCAGTACGTGAAGACGCACCTGGCCCTGGCCACCGACCCGGCCTTCTGCTCTG
CCCTGGGCGAGAGGGAGCAGGGTCTGGAGGAGGACGTGGTGGGCCAGCGCTGCCCG
CAGTGTGACTGCATCACGCTGCACAACGTGAGCGCAGGGCTAAATCACCACCAGACG
TTCTCTGTCTACGCAGCTGTGTATAGCGTGGCCCAGGCCCTGCACAACACTCITCAGT
GCAACGC CTCAGGCTGCCCCGCGCAGGACCCCGTGAAGC'C CTGGCAGGTGAGCCCGG
GAGATGGGGGTGTGCTGTCCTCTGCATGTGCCCAGGCCACCAGGCACGGCCACCACGCCT
GAGCTGGAGGTGGCTGGCGGCTCAGCCCCGTCCCCCGCCCGCAGCTCCTGGAGAACATGT
ACAACCTGACCTTCCACGTGGGCGGGCTGCCGCTGCGGTTCGACAGCAGCGGAAACG
TGGACATGGAGTACGACCTGAAGCTGTGGGTGTGGCAGGGCTCAGTGCCCAGGCTCC
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ACGACGTGGGCAGGTITCAACGGCAGCCTCAGGACAGAGCGCCTGAAGATCCGCTGG
CACACGTCTGACAACCAGGTGAGGTGAGGGTGGGTGTGCCAGGCGTGCCCGTGGTAGCC
CCCGCGGCAGGGCGCAGCCTGGGGGTGGGGGCCGTTCCAGTCTCCCGTGGGCATGCCCAG
CCGAGCAGAGCCAGACCCCAGGCCTGTGCGCAGAAGCCCGTGTCCCGGTGCTCGCGGC
AGTGCCAGGAGGGCCAGGTGCGCCGGGTCAAGGGGTTCCACTCCTGCTGCTACGACT
GTGTGGACTGCGAGGCGGGCAGCTACCGGCAAAACCCAGGTGAGCCGCCTTCCCGGCA
GGCGGGGGTGGGAACGCAGCAGGGGAGGGTCCTGCCAAGTCCTGACTCTGAGACCAGAGC
CCACAGGGTACAAGACGAACACCCAGOGCCCTTCTCCTCTCTCACAGACGACATCGCCIG
CACCTTTTGTGGCCAGGATGAGTGGTCCCCGGAGCGAAGCACACGCTGCTTCCGCCG
CAGGTCTCGGTTCCTGGCATGGGGCGAGCCGGCTGTGCTGCTGCTGCTCCTG CTGCT
GAGCCTGGCGCTGGGCCTTGTGCTGGCTGCTTTGGGGCTGTTCGTTCACCATCGGGA
CAGCCCACTGGITCAGGCCTCGGGGGGGCCCCTGGCCTGCTTTGGCCTGGTGTGCCT
GGGCCTGGTCTGCCTCAGCGTCCTCCTGTTCCCTGGCCAGCCCAGCCCTGCCCGATG
CCTGGCCCAGCAGCCCTTGTCCCACCTCCCGCTCACGGGCTGCCTGAGCACACTCIT
CCTGCAGGCGGCCGAGATCTTCGTGGAGTCAGAACTGCCTCTGAGCTGGGCAGACCG
GCTGAGTGGCTGCCTGCGGGGGCCCTGGGCCTGGCTGGTGGTGCTGCTGGCCATGCT
GGTGGAGGTCGCACTGTGCACCTGGTACCTGGTGGCCTTCCCGCCGGAGGTGGTGAC
GGACTGGCACATGCTGCCCACGGAGGCGCTGGTGCACTGCCGCACACGCTCCTGGGT
CAGCTTCGGCCTAGCGCACGCCACCAATGCCACGCTGGCCTTTCTCTGCTTCCTGGG
CACTTTCCTGGTGCGGAGCCAGCCGGGCTGCTACAACCGTGCCCGTGGCCTCACCTT
'I‘GCCATGCTGGCCTAC'I‘TCATCACCTGGGTCTCC'I'I‘TGTGCCCCTCCTGGCCAATGTG
CAGGTGGTC CTCAG GCCCGCCGTGCAGATGGGCGCCCTCCTGCTCTGTGTCCTGGGC
ATCCTGGCTGCCTTCCACCTGCCCAGGTGTTACCTGCTCATGCGGCAGCCAGGGCTC
AACACCCCCGAGTTCTTCCTGGGAGGGGGCCCTGGGGATGCCCAAGGCCAGAATGAC
GGGAACACAGGAAATCAGGGGAAACATGAGTGACCCAACCCTGTGATCTCAGCCCCGG
TGAACCCAGACTTAGCTGCGATCCCCCCCAAGCCAGCAATGACCCGTGTCTCGCTACAGAG
ACCCTCCCGCTCTAGGTTCTGACCCCAGGTTGTCTCCTGACCCTGACCCCACAGTGAGCCC
TAGGCCTGGAGCACGTGGACACCCCTGTGACCATC (SEC ID N° 20)

Cds predichas de hT1R3 (SEC ID N° 3)
ATGCTGGGCCCTGCTGTCCTGGGCCTCAGCCTCTGGGCTCTCCTGCACCCTGGGACGGGGG

CCCCATTGTGCCTGTCACAGCAACTTAGGATGAAGGGGGACTACGTGCTGGGGGGGCTGT
TCCCCCTGGGCGAGGCCGAGGAGGCTGGCCTCCGCAGCCGGACACGGCCCAGCAGCCCTG
TGTGCACCAGGTTCTCCTCAAACGGCCTGCTCTGGGCACTGGCCATGAAAATGGCCGTGGA
GGAGATCAACAACAAGTCGGATCTGCTGCCCGGGCTGCGCCTGGGCTACGACCTCTTTGAT
ACGTGCTCGGAGCCTGTGGTGGCCATGAAGCCCAGCCTCATGTTCCTGGCCAAGGCAGGC
AGCCGCGACATCGCCGCCTACTGCAACTACACGCAGTACCAGCCCCGTGTGCTGGCTGTCA
TCGGGCCCCACTCGTCAGAGCTCGCCATGGTCACCGGCAAGTTCTTCAGCTTCTTCCTCAT
GCCCCACTACGGTGCTAGCATGGAGCTGCTGAGCGCCCGGGAGACCTTCCCCTCCTTCTTC
CGCACCGTGCCCAGCGACCGTGTGCAGCTGACGGCCGCCGCGGAGCTGCTGCAGGAGTTC
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GGCTGGAACTGGGTGGCOGCCCTGGGCAGCGACGACGAGTACGGCCGGCAGGGCCTGAGE
ATCTTCTCGGCCCTGGCCGCGGCACGCGGCATCTGCATCGCGCACGAGGGCCTGGTGCCGE
TGCCCCGTGCCGATGACTCGCGGCTGGGGAAGGTGCAGGACGTCCTGCACCAGGTGAACC
AGAGCAGCGTGCAGGTGGTGCTGCTGTTCGCCTCCGTGCACGCCGCCCACGCCCTCTTCAA
CTACAGCATCAGCAGCAGGCTCTCGCCCAAGGTGTGGGTGGOCAGCGAGGCCTGGCTGAC
CICTGACCTGGTCATGGGGCTGCCCGGCATGGCCCAGATGGGCACGGTGCTTGGCTTCCTC
CAGAGGGGTGCCCAGCTGCACGAGTTCCCCCAGTACGTGAAGACGCACCTGGCCCTGGCC
ACCGACCCGGCCTTCTGCTCTGCCCTGGGCCGAGAGGGAGCAGGGTCTGGAGGAGGACGTS
GTGGGCCAGCGCTGCCCGCAGTGTGACTGCATCACGCTGCAGAACGTGAGCGCAGGGCTA
AATCACCACCAGACGTTCTCTGTCTACGCAGCTGTGTATAGCGTGGCCCAGGCCCTGCACA
ACACTCTTCAGTGCAACGCCTCAGGCTGCCCCGCGCAGGACCCCGTGAAGCCCTGGCAGCT
CCTGGAGAACATGTACAACCTGACCTTCCACGTGGGCGGGCTGCCGCTGCGGTTCGACAGC
AGCGGAAACGTGGACATGGAGTACGACCTGAAGCTGTGGGTGTGGCAGGGCTCAGTGCCC
AGGCTCCACGACGTGGGCAGGTTCAACGGCAGCCTCAGGACAGAGCGCCTGAAGATCCGC
TGGCACACGTCTGACAACCAGAAGCCCGTGTCCCGGTGCTCGCGGCAGTGCCAGGAGGGE
CAGGTGCGCCGGGTCAAGGGGTTCCACTCCTGCTGCTACGACTGTGTGGACTGCGAGGCG
GGCAGCTACCGGCAAAACCCAGACGACATCGCCTGCACCTTTTGTGGCCAGGATGAGTGG
TCCCCGGAGCGAAGCACACGCTGCTTCCGCCGCAGGTCTCGGTTCCTGGCATGGGGCGAGE
CGGCTGTGCTGCTGCTGCTCCTGCTGCTGAGCCTGGCGCTGGGCCTTGTGCTGGCTGCTTT
GGGGCTGTTCGTTCACCATCGGGACAGCCCACTGGTTCAGGCCTCGGGGGGGCCCCTGGCC
TGCITTGGCCTGGTGTGCCTGGGCCTGGTCTGCCTCAGCGTCCTCCTGTTCCCTGGCCAGCT
CAGCCCTGCCCGATGCCTGGCCCAGCAGCCCTTGTCCCACCTCCCGCTCACGGGCTGCCTG
AGCACACTCTTCCTGCAGGCGGCCGAGATCTTCGTGGAGTCAGAACTGCCTCTGAGCTGGG
CAGACCGGCTGAGTGGCTGCCTGCGGGGGCCCTGGGCCTGGCTGGTGGTGCTGCTGGCCA
TGCTGGTGGAGGTCGCACTGTGCACCTGGTACCTGGTGGCCTTCOCGCCGGAGGTGGTGAC
GGACTGGCACATGCTGCCCACGGAGGCGCTGGTGCACTGCCGCACACGCTCCTGGGTCAG
CTTCGGCCTAGCGCACGCCACCAATGCCACGCTGGCCTTTCTCTGCTTCCTGGGCACTTTCC
TGGTGCGGAGCCAGCCGGGCTGCTACAACCGTGOCCGTGGCCTCACCTTTGCCATGCTGGE
CTACTTCATCACCTGGGTCTCCTTTGTGCCCCTCCTGGCCAATGTGCAGGTGGTCCTCAGGE
CCGCCGTGCAGATGGGCGCCCTCCTGCTCTGTGTCCTGGGCATCCTGGCTGCCTTCCACCT
GCCCAGGTGTTACCTGCTCATGCGGCAGCCAGGGCTCAACACCOCCGAGTTCTTCCTGGGA
GGGGGCCCTGGGGATGCCCAAGGCCAGAATGACGGGAACACAGGAAATCAGGGGAAACA
TGAGTGA (SEC ID N° 3)
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Traduccion conceptual de hT1R3 (SEC ID N° 4)

MLGPAVLGLSLWALLHPGTGAPLCLSQQLRMKGDYVLGGLFPLGEABEAGLRSRTRPSSPVCT
RFSSNGLLWALAMKMA VEEINNKSDLLPGLRLGYDLFDTCSEPVVAMKPSLMFLAKAGSRDI

AAYCNYTQYQPRVLAVIGPHSSELAMVTGKFFSFFLMPHYGASMELLSARETFPSFFRTVPSDR
VQLTAAAELLQEFGWNWVAALGSDDEYGRQGLSIFSALAAARGICIAHEGLVPLPRADDSRLG

KVQDVLHQVNQSSVQVVLLFASVHAAHALFNYSISSRLSPKVWVASEAWLTSDLVMGLPGM
AQMGTVLGFLQRGAQLHEFPQYVKTHLALATDPAFCSALGEREQGLEEDVVGQRCPQCDCIT
LQNVSAGLNHHQTFSVYAAVYSVAQALHNTLQCNASGCPAQDPVKPWQLLENMYNLTFHVG
GLPLRFDSSGNVDME YDLKLWVWQGSVPRLHDVGRFNGSLRTERLKIRWHTSDNQKPVSRCS
RQCQEGQVRRVKGFHSCCYDCVDCEAGSYRQNPDDIACTFCGQDEWSPERSTRCFRRRSRFLA
WGEPAVLLLLLLLSLALGLVLAALGLFVHHRDSPLVQASGGPLACFGLVCLGLVCLSVLLEPG
QPSPARCLAQQPLSHLPLTGCLSTLFLQAAEIFVESELPLSWADRLSGCLRGPWAWLVVLLAML
VEVALCTWYLVAFPPEVVTDWHMLPTEALVHCRTRSWVSFGLAHATNATLAFLCELGTFLVR
SQPGCYNRARGLTFAMLA YFITWVSFVELLANVQVVLRPAVQMGALLLCVLGILAAFELPRCY
LLMRQPGLNTPEFFLGGGPGDAQGQNDGNTGNQGKHE (SEC ID N° 4)

Ejemplo 2 — rT1R3 y mT1R3

A partir del ADN gendmico se aislaron segmentos de los genes de T1R3 de rata y de ratéon por amplificacion PCR
usando cebadores degenerados basados en la secuencia humana de T1R3. Los cebadores degenerados SAP077
(5- CGNTTYYTNGCNTGGGGNGARCC-3’; SEC ID N° 5) y SAP079 (5-CGNGCNCGRTTRTARCANCCNGG-3’;
SEC ID N° 6) son complementarios a restos de T1R3 humano RFLAWGEPA (correspondiente a la SEC ID N°7) y
PGCYNRAR (correspondiente a la SEC ID N° 8), respectivamente. Los productos de PCR se clonaron y se
secuenciaron. El plasmido SAV115 porta un segmento clonado del gen de T1R3 de ratén y SAV118 porta un
segmento del gen de rata. Estas secuencias, mostradas a continuacion, representan claramente los homdlogos de
roedores del T1R3 humano, ya que el segmento de ratén tiene una identidad del 74% con el segmento
correspondiente de T1R3 humano y el segmento de rata tiene una identidad del 80% con el segmento
correspondiente de T1R3 humano. Los segmentos de ratéon y de rata tienen una identidad del 88%. Ninguna otra
secuencia de la base de datos tiene una identidad superior al 40% con estos segmentos de T1R3.

Orientacion_sentido en el segmento T1R3 de SAV115 de ratéon (secuencia correspondiente al cebador
degenerado eliminado) (SEC ID N° 9)

GTGCTGTCACTCCTCCTGCTGCTTTGCCTGGTGCTGGGTCTAGCACTGGCTGCTCTGGGGCT
CTCTGTCCACCACTGGGACAGCCCT C'I'I' GTCCAGGCCTCAGGCGGCTCACAGTTCTGCTTT
GGCCTGATCTGCCTAGGCCTCTTCTGCCTCAGTGTCCTTCTGTTCCCAGGACGGCCAAGCTC
TGCCAGCTGCCTTGCACAACAACCAATGGCTCACCTCCCTCTCACAGGCTGCCTGAGCACA
CICTTCCTGCAAGCAGCTGAGACCTTTGTGGAGTCTGAGCTGCCACTGAGCTGGGCAAACT
GGCTATGCAGCTACCTTCGGGACTCTGGCCTGCTAGTGGTACTGTTGGCCACTTTTGTGGA

GGCAGCACTATGTGCCTGGTATTTGACCGCTTCACCAGAAGTGGTGACAGACTGGTCAGTG
CTGCCCACAGAGGTACTGGAGCACTGCCACGTGCGTTCCTGGGTCAACCTGGGCTTGGTGC
ACATCACCAATGCAATGGTAGCTTTTCTCTGCTTTCTGGGCACTTTCCTGGTACAAGACCA
G (SEC ID N° 9) '
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Traduccion conceptual, segmento mT1R3 (SEC ID N° 10)
VLSLLLLLCLVLGLALAALGLSVHHWDSPLVQASGGSQFCFGLICLGLFCLSVLLFPGRPSSASC

LAQQPMAHLPLTGCLSTLFLQAAETFVESELPLSWANWLCSYLRDSGLLVVLLATFVEAALCA
WYLTASPEVVTDWSVLPTEVLEHCHVRSWVNLGLVHITNAMVAFLCFLGTFLYQDQ (SEC ID
N° 10)

Orientacion sentido en el segmento T1R3 de SAV118 de rata (secuencia correspondiente al cebador
degenerado eliminado) (SEC ID N° 11)

GTGCTGTCACTTCTCCTGCTGCTTTGCCTGGTGCTGGGCCTGACACTGGCTGCCCTGGGGC
TCTTTGTCCACTACTGGGACAGCCCTCTTGTTCAGGCCTCAGGTGGGTCACTGTTCTGCTTT
GGCCTGATCTGCCTAGGCCTCTTCTGCCTCAGTGTCCTTCTGTTCCCAGGACGACCACGCTC
TGCCAGCTGCCTTGCCCAACAACCAATGGCTCACCTCCCTCTCACAGGCTGCCTGAGCACA
CTCTTCCTGCAAGCAGCCGAGATCTTT GTGGAGTCTGAGCTGCCACTGAGTTGGGCAAACT
GGCTCTGCAGCTACCTTCGGGGCCCCTGGGCTTGGCTGGTGGTACTGCTGGCCACTCTTGT
GGAGGCTGCACTATGTGCCTGGTACTTGATGGCTTTCCCTCCAGAGGTGGTGACAGATTGG
CAGGTGCTGCCCACGGAGGTACTGGAACACTGCCGCATGCGTTCCTGGGTCAGCCTGGGCT
TGGTGCACATCACCAATGCAGGGGTAGCTTTCCTCTGCTTTCTGGGCACTTTCCTGGTACA
AAGCCAG (SECID N° 11)

Traduccidén conceptual, segmento rT1R3 (SEC ID N° 12)

VLSLLLLLCLVLGLTLAALGLFVHYWDSPLVQASGGSLFCFGLICLGLFCLSVLLFPGRPRSASC
LAQQPMAHLPLTGCLSTLFLQAABIFVESELPLSWANWLCSYLRGPWAWLVVLLATLVEAAL
CAWYLMAFPPEVVTDWQVIPTBVLEHCRMRSWVSLGLVHITNAGVAF LCFLGTFLVQSQ
(SEC ID N° 12)

Ejemplo 3 — Clonacion de rT1R3

Los fragmentos mT1R3 y rT1R3 identificados anteriormente como las SEC ID N° 9 y 11 se usaron para explorar una
genoteca de ADNc procedente de tejido gustativo de rata. Se secuencié un clon positivo y se descubrié que contenia
la secuencia de rT1R3 de longitud completa mostrada anteriormente como SEC ID N° 13. La comparaciéon de
secuencias de las secuencias parciales de mT1R3 y rT1R3 y la secuencia de hT1R3 de longitud completa establecio
que este ADNc representa el homdlogo del hT1R3. Por ejemplo, la identidad de pares de aminoéacidos entre rT1R3 y
hT1R3 es aproximadamente del 72%, mientras que la secuencia comentada mas afin en el banco de datos publico

de secuencias de ADN tiene una identidad de aproximadamente el 33% con rT1R3.
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Cds predichas de rT1R3 (SEC ID N° 13)

ATGCCGGGTTTGGCTATCTTGGGCCTCAGTCTGGCTGCITTCCTGGAGCTTGGGATGGGGT
CCTCTTTGTGTCTGTCACAGCAATTCAAGGCACAAGGGGACTATATATTGGGTGGACTATT
TCCCCTGGGCACAACTGAGGAGGCCACTCTCAACCAGAGAACACAGCCCAACGGCATCCT
ATGTACCAGGTTCTCGCCCCTTGGTTTGTTCCTGGCCATGGCTATGAAGATGGCTGTAGAG
GAGATCAACAATGGATCTGCCTTGCTCCCTGGGCTGCGACTGGGCTATGACCTGTTTGACA
CATGCTCAGAGCCAGTGGTCACCATGAAGCCCAGCCTCATGTTCATGGCCAAGGTGGGAA
GTCAAAGCATTGCTGCCTACTGCAACTACACACAGTACCAACCCCGTGTGCTGGCTGTCAT
TGGTCCCCACTCATCAGAGCTTGCCCTCATTACAGGCAAGTTCTTCAGCTTCTTCCTCATGE
CACAGGTCAGCTATAGTGCCAGCATGGATCGGCTAAGTGACCGGGAAACATTTCCATCCTT
CTTCCGCACAGTGCCCAGTGACCGGGTGCAGCTGCAGGCCGTTGTGACACTGTTGCAGAAT
TTCAGCTGGAACTGGGTGGCTGCCTTAGGTAGTGATGATGACTATGGCCGGGAAGGTCTG
AGCATCTTTTCTGGTCTGGCCAACTCACGAGGTATCTGCATTGCACACGAGGGCCTGGTGC
CACAACATGACACTAGTGGCCAACAATTGGGCAAGGTGGTGGATGTGCTACGCCAAGTGA
ACCAAAGCAAAGTACAGGTGGTGGTGCTGTTTGCATCTGCCCGTGCTGTCTACTCCCTTTT
TAGCTACAGCATCCTTCATGACCTCTCACCCAAGGTATGGGTGGCCAGTGAGTCCTGGCTG
ACCTCTGACCTGGTCATGACACTTCCCAATATTGCCCGTGTGGGCACTGTTCTTGGGTTTCT
GCAGCGCGGTGCCCTACTGCCTGAATTTTCCCATTATGTGGAGACTCGCCTTGCCCTAGCT
GCTGACCCAACATTCTGTGCCTCCCTGAAAGCTGAGTTGGATCTGGAGGAGCGCGTGATGG
GGCCACGCTGTTCACAATGTGACTACATCATGCTACAGAACCTGTCATCTGGGCTGATGCA
GAACCTATCAGCTGGGCAGTTGCACCACCAAATATTTGCAACCTATGCAGCTGTGTACAGT
GTGGCTCAGGCCCTTCACAACACCCTGCAGTGCAATGTCTCACATTGCCACACATCAGAGC
CTGTTCAACCCTGGCAGCTCCTGGAGAACATGTACAATATGAGTTTCCGTGCTCGAGACTT
GACACTGCAGTTTGATGCCAAAGGGAGTGTAGACATGGAATATGACCTGAAGATGTGGGT
GTGGCAGAGCCCTACACCTGTACTACATACTGTAGGCACCTTCAACGGCACCCTTCAGCTG
CAGCACTCGAAAATGTATTGGCCAGGCAACCAGGTGCCAGTCTCCCAGTGCTCCCGGCAGT
GCAAAGATGGCCAGGTGCGCAGAGTAAAGGGCTTTCATTCCTGCTGCTATGACTGTGTGG
ACTGCAAGGCAGGGAGCTACCGGAAGCATCCAGATGACTTCACCTGTACTCCATGTGGCA
AGGATCAGTGGTCCCCAGAAAAAAGCACAACCTGCITACCTCGCAGGCCCAAGTTTCTGGC
TTGGGGGGAGCCAGCTGTGCTGTCACTTCTCCTGCTGCTTTGCCTGGTGCTGGGCCTGACA
CTGGCTGCCCTGGGGCTCTTTGTCCACTACTGGGACAGCCCTCTTGTTICAGGCCTCAGGTG
GGTCACTGTTCTGCTTTGGCCTGATCTGCCTAGGCCICTTCTGCCTCAGTGTCCTTCTGTTC
CCAGGACGACCACGCTCTGCCAGCTGCCTTGCCCAACAACCAATGGCTCACCTCCCTCTCA
CAGGCTGCCTGAGCACACTCTTCCTGCAAGCAGCCGAGATCTTTGTGGAGTCTGAGCTGCC
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ACTGAGTTGGGCAAACTGGCTCTGCAGCTACCTTCGGGGCCCCTGGGCTTGGCTGGTGGTA
CTGCTGGCCACTCTTGTGGAGGCTGCACTATGTGCCTGGTACTTGATGGCTTTCCCTCCAG
AGGTGGTGACAGATTGGCAGGTGCTGCCCACGGAGGTACTGGAACACTGCCGCATGCGTT
CCTGGGTCAGCCTGGGCTTGGTGCACATCACCAATGCAGTGTTAGCTTTCCTCTGCTTTCTG
GGCACTTTCCTGGTACAGAGCCAGCCTGGTCGCTATAACCGTGCCCGTGGCCTCACCTTCG
CCATGCTAGCTTATTTCATCATCTGGGTCTCTTTTGTGCCCCTCCTGGCTAATGTGCAGGTG
GCCTACCAGCCAGCTGTGCAGATGGGTGCTATCTTATTCTGTGCCCTGGGCATCCTGGCCA
CCTTCCACCTGCCCAAATGCTATGTACTTCTGTGGCTGCCAGAGCTCAACACCCAGGAGTT

| CTTCCTGGGAAGGAGCCCCAAGGAAGCATCAGATGGGAATAGTGGTAGTAGTGAGGCAAC
TCGGGGACACAGTGAATGA (SEC ID N° 13)

Traduccion conceptual de rT1R3 (SEC ID N° 14)
MPGLAILGLSLAAFLELGMGSSLCLSQQFKAQGDYILGGLFPLGTTEEATLNQRTQPNGILCTRF

SPLGLFLAMAMKMAVEEINNGSALLPGLRLGYDLFDTCSEPVVTMKPSLMFMAKVGSQSIAA

YCNYTQYQPRVLAVIGPHSSELALITGKFFSFFLMPQVSYSASMDRLSDRETFPSFFRTVPSDRV
QLQAVVTLLQNFSWNWVAALGSDDDYGREGLSIFSGLANSRGICIAHEGLVPQHDTSGQQLG

KVVDVLRQVNQSKVQVVVLFASARAVYSLFSYSILHDLSPKVWVASESWLTSDLVMTLPNIA

RVGTVLGFLQRGALLPEFSHYVBTRLALAADPTFCASLKABLDLEERVMGPRCSQCDYIMLQN
LSSGLMQNLSAGQLHHQIFATYAAVYSVAQALHENTLQCNVSHCHTSEPVQPWQLLENMYNM
SFRARDLTLQFDAKGSVDMEYDLKMWVWQSPTPVLHTVGTFNGTLQLQHSKMYWPGNQVP
VSQCSRQCKDGQVRRVKGFHSCCYDCVDCKAGSYRKHPDDFTCTPCGKDQWSPEKSTTCLPR
RPKFLAWGEPAVLSLLLLLCLVLGLTLAALGLFVHYWDSPLVQASGGSLFCFGLICLGLFCLSV
LLFPGRPRSASCLAQQPMAHLPLTGCLSTLFLQAAEIFVESELPLSWANWLCSYLRGPWAWLV
VLLATLVEAALCAWYLMAFPPEVVTDWQVLPTEVLEHCRMRSWVSLGLVHITNAVLAFLCFL
GTFLVQSQPGRYNRARGLTFAMLAYFIIWVSFVPLLANVQVAYQPAVQMGAILFCALGILATF

HLPKCYVLLWLPELNTQEFFLGRSPKEASDGNSGSSEATRGHSE (SEC ID N° 14)

Ejemplo 4 — Expresién de mT1R3

El fragmento de T1R3 de raton descrito anteriormente contenido en SAV115 se amplificd6 por PCR usando
cebadores directo M13 e inverso M13 y después se purificd en gel. El molde de ADN de T1R3 se dispuso en una
reaccion in vitro marcada para la transcripcién donde se incorporé UTP marcado con Digoxigenina en una sonda de
ARNCc antisentido. Esta sonda se hibrid6 con tejido gustativo de raton adulto contenido en las papilas circunvaladas.
La hibridacién y la deteccion de T1R3 in situ se realizaron siguiendo el protocolo de Schaeren-Wiemers et al,
Histochemistry, 100: 431-400 (1993). En resumen, se secciond lengua de raton recién congelada a 14 um y se
preparé para la hibridacién. Durante 14 horas a 72°C se hibridaron 200 ng/ml de la sonda antisentido de T1R3
marcada con Digoxigenina. La posthibridacién consisti6 en un lavado de SCC 2x a 72°C. La deteccién de
Digoxigenina se realizd incubando con dilucion de anticuerpo anti-DIG conjugado con fosfatasa alcalina 1:5000
seguido de una reaccion de 12 horas de la fosfatasa en NBT/BCIP. La Figura 1 muestra la expresion del gen de
T1R3 en botones gustativos de papilas circunvaladas de raton.

Ejemplo 5-hT1R1

A continuacion se proporciona, como SEC ID N° 15, el ortédlogo humano (n° de acceso a la base de datos
AL1S9177) de un receptor gustativo de rata, denominado rT1R1. Las cds predichas se indican en negrita y algunos
intervalos de la secuencia intronica se representan como series de N. Los nucleétidos y las secuencias de hT1R1
traducidas conceptualmente también se describen en este documento como SEC ID N° 16 y 17, respectivamente.
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ADN genémico de hT1R1 (SEC ID N° 15)
GAGAATCTCGCGAGATCCCGTCGGTCCGCCCCGCTGCCCTCCCAGCTGCCGAAAAGAGGG

GCCTCCGAGCCGCCGGCGCCCTCTGCCGGCAACCTCCGGAAGCACACTAGGAGGTTCCAG
CCGATCTGGTCGAGGGGCTCCACGGAGGACTCCATTTACGTTACGCAAATTCCCTACCCCA
GCCGGCCGGAGAGAGAAAGCCAGAAACCTCGCGACCAGCCATGGGCCACCTCTCCGGAAA
AACACCGGGATATTTTTTTTCTCCTGCAGAAAAAGCTTTAGGATTGGCAGTTTAAACAAAA
CATGTCTATTTGCATACCTTCGGTTTGCATGCATTTGTTTCGAAGTGAGCAACCCTGGGTA
ACAAGGCGAAAGTATATGACAATTTGCTCAGAATCTTAATGTCAGAAAACTGGAGACTGG
GGCAGGGGGGTGTCGACTCAAAGCTGTGTCTCATITAGTAAACTGAGGCCCAGGTAAAAA
GTTCTGAAACCTCGCAACACCCGGAGAAATTGTGTTCCAGCCTCCCACCTCGCCCCAAAAT
GCCAGAGCTCCTTTTCTAAGCCAGGTGAAGTCACAGAGCGTGGACAGAACCCACAACCGT
CCAGAGGAAGGGTCACTGGGTGCCACCTGGTTTGCATCTGTGCCTTCGTCCTGCCCAGTTC
CTGAGTGGGACCGCAGGCCCGGAATGTCAAGGCAAACAGTCCTGCTTCAGCCACTGGGCT
CCAGTCCCACCCCTTTTGGGGGCCTGAAGTTAGGAAGCATCCGGCAGCTGCCTTCTATTTA
AGCAACTGGCCTCCTTAGAGGCCACTCCTTGGCCATGCCAGGCGCGGGCATCTGGCCAGCA
TGCTGCTCTGCACGGCTCGCCTGGTCGGCCTGCAGCTTCTCATITCCTIGCTGCTGGG
CCTTTGCCTGCCATAGCACGGAGTCTTCTCCTGACTTCACCCTCCCCGGAGATTACCT
CCTGGCAGGCCTGTTCCCTCTCCATTCTGGCTGTCTGCAGGTGAGGCACAGACCCGA
GGTGACCCTGTGTGACAGGTGAGTGAGGGGCCAGCAGAGCCACACTTAGTGGGACCCCT
GGCTATAGGGCCCCTCTGGCTGCCATCCTCCAAACAGGACCTTGCCTCTGCCTTTGCCCCTT
GAACTGTCCCCAGGCCTTGTTCATCAATCCACTTGCCACCTAAGTGCTGGCTAGACCTTCCT
AGACACTTCGGCCAGTTTCCAATTATTTCACCCTTGCTGTTAGAATGTNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAATTCCTTAAACTAAATTTCTC
AC’I‘I'TéTC’I‘CTCTfJTCTGGAAAACACI‘GACTAATGTAGCAGG'I"I“I‘CTCTGC’I‘CCAGGACI'I‘C

43



ES 2396 681 T3

AGGACCTTTTCGATGCTAATAAGTTTCTCCATCAGGGCCAGCTTGTTCCTCCTACTGAGCTT
GAGAGCCCTTGTTGAAGTTGTGGTTTGGGGGACTGGACCGATGACCTCAAAGGTTCCCTTT
GCTCCCAAGCCTCAGAGTCTAGGAGGCCAGAGGGTCTCAGCAGGCCTTTGTCCTTCTCAGC
TGTCTCTTACTGGCTTTCTCCACAGGTCTTGTAGCTTCAATGAGCATGGCTACCACCTCT
TCCAGGCTATGCGGCTTGGGGTTGAGGAGATAAACAACTCCACGGCCCTGCTGCCCA
ACATCACCCTGGGGTACCAGCTGTATGATGTGTGTTCTGACTCTGCCAATGTGTATGC
CACG CTGAGAGTGCTC TCCCTGCCAGGGCAACACCACATAGAGCTCCAAGGAGACCT
TCTCCACTATTCCCCTACGGTGCTGGCAGTGATTGGGCCTGACAGCACCAACCGTGC
TGCCACCACAGCCGCCCTGCTGAGCCCTTTCCTGGTGCCCATGGTAAGCTGGAGCCTC
AGACCTTTGCCCATCTCCCTTCAGGCAAGTCTGGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCCACCATGCCCGGCTAATTTTITTGTATTTITAG
TAGAGACGGGGTTTCACCGTGTTAGCCAGGCTGGTCGCAAACTCCTAACCTCGTGATCCAC
CCACCTCGGCCTCCCAATGTGCTGGGATTACAGGTGTGAGCCACTGCACCCGGCCATAATG
TATTAATATAATAAAATAATTATACAACTCACCATAATGTAGAATCAGTGGGAGCCCTGAG
CTTGTTTTCCTACAACTAGATGGTCCCATCTGGGGGTGATGGGAGACAGTGACAGATCATC
AGACATTAGATTCTCATAAGTAGCGTGCAACCCAGATCCCTCGCATGTGCAGTTCACAGTA
GGGTTCAAGCTCCTACAAGAATCTGATGCTGCTGCTGATCTGACAGGAGGGGAGCAGCTG
TAAATACAGATGAAGCTTCGCTTACTCACCAGCTGCTCACCTCCTCCTGTGAGGCCCGGTT
CCTAACAGGCCACTGACCTAACTTCTGCCCTGACCTACACATGCTTCTCTTCTTCCTTGCAA
ACTGCCTCCAGTGGAAGTCCCTGAAGGTCCCCAAACACACGGGACTATTTCACTCCTATGC
AGGTTTTGTCTCCTTTGCTTGGAATGCATCCCCTCACCCCTT GTCCCCA‘GGCAGA'I‘TCCCAC
CCCTCCCCCAGAACCTGCCCCAGTGGAGCCTTCGCAGGTGATTTGTCAGTTTCACAGGCTG
AGGGGTGCTCTCCTGGTCTCCCCGGCTCCCTGTATCCCCACACCCAGCACAGGGCCAGGCA
CTGGGGGGGCCTTCAGTGGAGACTGAAATGGCTGAACGGGACCTCCCATAGATTAGCTAT
GCGGCCAGCAGCGAGACGCTCAGCGTGAAGCGGCAGTATCCCTCTTTCCTGCGCACC
ATCCCCAATGACAAGTACCAGGTGGAGACCATGGTGCTGCTGCTGCAGAAGTITCGGG
TGGACCTGGATCTCTCTGGTTGGCAGCAGTGACGACTATGGGCAGCTAGGGGTGCAG
GCACTGGAGAACCAGGCCACTGGTCAGGGGATCTGCATTGCTTTCAAGGACATCATG
CCCTTCTCTGCCCAGGTGGGCGATGAGAGGATGCAGTGCCTCATGCGCCACCTGGCC
CAGGCCGGGGCCACCGTCGTGGTIGTTTTTTCCAGCCGGCAGTTGGCCAGGGTGTTT
TTCGAGTCCGTGGTGCTGACCAACCTGACTGGCAAGGTGTGGGTCGCCTCAGAAGCC
TGGGCCCTCTCCAGGCACATCACTGGGGTGCCCGGGATCCAGCGCATTGGGATGGTG
CTGGGCGTGGCCATCCAGAAGAGGGCTGTCCCTGGCCTGAAGGCGTTTGAAGAAGCC
TATGCCCGGGCAGACAAGAAGGCCCCTAGGCCTTGCCACAAGGGCTCCTGGTGCAGC
AGCAATCAGCTCTGCAGAGAATGCCAAGCTTTCATGGCACACACGATGCCCAAGCTC
AAAGCCTTCTCCATGAGTTCTGCCTACAACGCATACCGGGCTGTGTATGCGGTGGCC
CATGGCCTCCACCAGCTCCTGGGCTGTGCCTCTGGAGCTTGTTCCAGGGGCCGAGTC
TACCCCTGGCAGGTAAGAGAGCCCACCCCAGCACCTCCTGTCAGGGAGAACAGCCAATCC
TGAGATGAGCAGAGTGGGCACTCTCCGGTCACTCTAAATGCCAAGGGGGATAAATGCCAC
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TAACTTGAGGTTTITTGTTTTGTTTTGTITIGTITTTTGAGACAGTCTGGCTCTGTCACCCA
GGCTGCAGTGTAGTGATGCGATCTCGGCTCTCTGCAACTTCCACCTCCTGGGTTCAAGTGA
TTCTCTTGCCTCGGCCTCCTGAGTAGCTGGGATTACAGGCACCCACCACCATGCCTGGATA
ATTTTTCTTTTCTTTTTIITITTTTTGAGATAGAGTCTCGCTCTGTTGCCCAGGCTGGAATGC
AGTGGTGCGATCTTGGCTCACTGTGAGCTCCGCCTCCCAGGTTCACTCCATTCCCCTGCCTC
AGCCTCCCAAGTAGGTGGGACTACGGGCGCCCGCCACCACGCCCAGCTAATTTTTTTTGTA
TTTTGAGTAGAGACGGGGTTTCACCATGTTAGCCAGGATGGTCTCAATCTCCTGACCTTGT
CATCCGCCCACCTCGTCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGCACCCGGC
CTAATTTTTGTATITTTAGTAGAGATGGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTCGAAC
TCCIGGCA‘TCAAGTGATCCTCCI‘GCI‘I‘CGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCA’I‘I‘AG
CTCTCTTCTCTTAGACAGATCTTTCTCTCTGATCCTTGCCTTCTCTCACCCACTGTGTCTTGG
AAGTGTCAAGTGATAAGATCCAG GGCTAAAACIGTCTGTAAAGGAGTGTITG’ITAGAGGC
CTCCTCTCAGGAGGTTGGTGGGGAAGATTGAGGGGCTTCCTAAGAAGGAAGGGACGAGAC
CTTCCTGATGGGCTGAAACCACCAGGACGGAAACCCAGGAAGGCCCCAGGCCCTTGCTTCT
GGGACCATGTGGGTCTGTGCTGTCTGTGGTGGCTTCATGATACGCGTTTCTTTCAGCTTTT
GGAGCAGATCCACAAGGTGCATTTCCTTCTACACAAGGACACTGTGGCGTTTAATGA
CAACAGAGATCCCCTCAGTAGCTATAACATAATTGCCTGGGACTGGAATGGACCCAA
GTGGACCTTCACGGTCCTCGGTTCCTCCACATGGTCTCCAGTTCAGCTAAACATAAAT
GAGACCAAAATCCAGTGGCACGGAAAGGACAACCAGGTAATGGGGATGTGGCTACTCA
CCATGTAACTGG Cﬁ"l‘ATGGGCAACCTA GAGCCTGGGGGTGATGCTGACACAGTGTACAGG
GAGCAGGAGGGGGGCCCCAGGGGTCCAGCTGCCACCACTCTACCCATCCTGGCCAGGGAA
GCAGGGAAGACACTCCGTAGGCGAGTGTGCAGATGCCCTGGGGCGGAAGITCACACGACC
AGGGGCCCTGCCCTGGGAGTGAGCCCTGAGGGCAGATGCACAGAGATTCTGTTTTCIGTTC
CACATGTGAGCTGTCCTTTGACTTGGGCCCCTACGTGTGGCCCCTCTGGCTTCTTACAGGT
GCCTAAGTCTGTGTGTTCCAGCGACTGTCTTGAAGGGCACCAGCGAGTGGTTACGGG
TTTCCATCACTGCTGCTTTGAGTGTGTGCCCTGTGGGGCTGGGACCTTCCTCAACAAG
AGTGGTGAGTGGGCAATGGAGCAGGCGAGCTACCCAGCACTCCCGGGGGCTGCACGGTGG
AGGGAGGGCCTCCCTTGGGCCCCATGTGCCCTGCCCCAGAACCAAGGCCCAGTCACTGGG
CTGCCAGTTAGCTTCAGGTTGGAGGACACCTGCTACCAGACAGAATTCTGATCAAGAGAAT
CAGCCACTGGGTGCGGTGGCTCATGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGCGGG
TGGATCACTTGAGGTCGGGAGTTCGAGACCAGCCTGGCCAACATGGTGAAACCCCATCTICT
ACCAAAAATATAAAAAATTAGCTGGGTGTGGTGGCGCGTGCCTGTAATCCCAGCTACTCG
GGAGGCTGAGGCAGGAGAATCACTTGAACCCAGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCCAAGA
TGCATTCCAGCCTGGACCACAAAGCGAGAATTCGTCCCCCCAAAAAAAGAAAGGAGGCCG
GGCGCGGTGGCTCACACCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGTGGGTGGATCACC
TGAGGTCAGGAGTTCGAGACCAGCCTGACCAACATGGTGAAACCCCATCTCTACTAAAAA
TACAAAAAAAGTTAGCCGGGCGTTGTGGCGTGTGCCTGTAATTCCAGCTACTCGGGAGGCT
GAGGCAGGAGAATTGCTTGAACCCGGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCCAAGATTGCACCA
TTGCACTCCAGCCTGGGCGACAAGAGAAAAACTCTGTCTCAAAAAAAAAGAAAGAAAGAA
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AGAATTAGCCAACTGAAAGCCTTAGACTGAGGTGTGTCCTCTGTTAGAGAGCTGTCATCAC
AACTCCTACAAAAGCAGTCGTATCCTGAATTCAACCTCTTTCTCTAAATGAATATAGCTAT
TGTTCCCTTTGTGCCCTC I TGTCCTACTGTCCCTTCT G TTGCCCATGOCAAAGACAGCTAGE
TCCTTGAACAGCTTGGCCTGAATA CAGATACTAGCGTGTCTGCAGCAGAGAAAAAAACAG
CATTOCCCATCCAGAAATGCAAGGTCAAGAACAGAGAGCAAATTAGGTAGCTAAGGACTC
AGGTCCTTAGTTGGTATCCAGGGGCCACATICTITCCTTTCACCATCTCTGTAGGGACAGG
AATACTTCCCTTCTGTCCTCAGAGOGTCAGGACTCAGAGAAACCACAGAGCAGCAGCTCA
GGAAAGTGGTTCATOGAAATGCTGGCAAGAGAGAGGGGTTACAATGCCCTCCCTTGGGAG
CAGGCTGCTCCCATCAGATCGTAACCTCTCIGGTATGTGGGCAGAGCTACCAGGTTAAGGT
CCTCCCTAGGGTTTGCAAAACCCTCATOGGATCATOAGCCATACAGAACCAACCTGTGTGT
CTOCAGAGTCTGTAATTAACACAGGCATTTTOAGCOAAATGCGTGGCCTCAGACCCCACTCC
CGGCTACCCCCATCCCACTATGCCTAGTATAGTCTAGCTGCCCTGGTACAATTCTCCCAGT
ATCTTGCAGGCCCCTATTTOCTATTCCTACTCTGCTCATCTAOCTCIGAGGAACCTTCTIGG
CCTTCCCTTTCAGACCTCTACAGATGCCAGCCTTGTGGGAAAGAAGACGTGGGCACCTG
AGGGAAGCCAGACCTGCTTCCCGCGCACTGTGGTGTTTTIGGCTTTGCGT GAGCACA
CCTCTTGGGTGCTGCTGGCAGCTAACACGCTGCTGCTGCTGCTGCTCCTTGGGACTG
CTGGCCTGTTIGCCTGGCACCTAGACACCCCTGTGGTGAGGTCAGCAGGGGGCCICC
TGTGCTTTCTTATGCTGGGCTCCCTGGCAGCAGGT AGTGGCAGCCTCTATGGCTTCTT
TGGGGAACCCACAAGGCCTGCGTGCTTGCTACGCCAGGCCCTCTTTGCCCTTGGTTT
CACCATCTTCCTGTCCTGCCTGACAGTTCGCTCATTCCAACTAATCATCATCTTCAAG
TTTTCCACCAAGGTACCTACATTCTACCACGCCTGGGTCCAAAACCACGGTGCTGGCC
TGTITGTGATGATCAGCTCAGCGGCCCAGCTGCTTATCTGTCTAACTYGGCTGGTGGT
GTGGACCCCACTGCCTGCTAGGGAATACCAGCGCYTCCCCCATCTGGTGATGCTITGA
GTGCACAGAGACCAACTCCCTGGGCTTCATACTGGCCTTCCTCTACAATGGCCTCCTC
TCCATCAGTGCCTTIGCCIGCAGCTACCTGEGTAAGGACTIGCCAGAGAACTACAAC
GAGGCCAAATGTGTCACCTTCAGCCTGCTCTTCAACTTICGTGTCCTGGATCGCCTICT
TCACCACGGCCAGCGTCTACGACGGCAAGTACCTGCCTGCGGCCAACATGATGGCTG
GGCTGAGCAGCCTGAGCAGCEGCTTCGGTGGGTATITTCTGCCTAAGTGCTACGTGA
TCCTCTG CCGCCCAGACCTCAACAGCACAGAGCACTTCCAGGCCTCCATTCAGGACT
ACACGAGGCGCTGCGGCTCCACCTGACCAGTGAATCAGCAGGCACIGCTGGCAGOCTEC
TCTGCCCTGAGGGTCGAAGGTOGAGCAGGCCGGGGATGTOCGGGAGGTCITTAAGCATCG
CGGTCTGGGGTTGGAACATGTAAGCGCCTGGGAGAGCCTAGACCAGGCTCCGGGCTGCCA
ATAAAGAAGTGAAATGCGTATCTGGTCTCCTGTCGTGGAAGAGTGTGAGGTGTAACGGAT
TCAAGTCTGAACCCAGAGCCTAGAAAAGGCTGACCGCCCAGATTOACGTTGCTAGGCAAC
TCCGGAGGCGGGCCCAGCICCAAAAGAA CAGAACGAQGACATCATCCCOGCATCCCATTAA
CCGTTCTCTGCGGGGCCCCUCCCTCO0GAGCCGGAGCTAGAAGCTCTACGCTTCCAAGGCG
CACCTCCTGGOCTGCACGCTTTGACGT (SEC ID N° 15)
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Cds predichas hT1R1 (SEC ID N° 16)
ATGCTGCTCTGCACGGCTCGCCTAGTCGCGCCTGCAGCTTCTCATTTCCTGCTGCTGGOCCTT

TGOCTGCCATAGCACGGAGTCTTCTCCTGACTTCACCCTCCCCGAAGATTACCTCCTGGCA
GGCCTGTTCCCTCTCCATTCTGGCTGTCTGCAGGTGAGGCACAGACCCGAGGTGACCCTGT
GTGACAGGTCTTGTAGCTTCAATGAGCATGGCTACCACCTCTTCCAGGCTATGCGGCTIGG
GOTTGAGGAGATAAACAACTOCACGGCCCTACTGCCCAACATCACCCTGGGGTACCAGCT
GTATGATGTGTGTTCTGACTCTGCCAATGTOTATGCCACGCTGAGAGTGCTCTCCCTGCCA
GGGCAACACCACATAGAGCTCCAAGGAGACCTTCTCCACTATTCCCCTACGGTGCTGGCAG
TOATTGGGCCTGACAGCACCAACCGTACTACCACCACAGCCGCCCTGCTGAGCCCTTTCCT
GGTGCCCATGATTAGCTATGCOGCCAGCAGCGAGACGCTCAGCGTGAAGCGGCAGTATCC
CTCTTTCCTGCGCACCATCCCCAATGACAAGTACCAGGTGGAGACCATGGTGCTGCTGETG
CAGAAGTTCGGATGGACCTGGATCTCTCTGGTTGOCAGCAGTCACGACTATGGGCAGCTA
GGGGTGCAGGCACTGGAGAACCAGGCCACTGGTCAGOGGATCTGCATTGCTTTCAAGUAC
ATCATGCCCTTCTCTGCCCAGGTGGACAATGAGAGGATAGCAGTGCCTCATACGCCACCTGR
CCCAGGCCGGGGCCACCGTCATGATTGTTTTITCCAGCCGGCAGTIGGCCAGGGTGTTTTT
CGAGTCCGTGGTGCTGACCAACCTGACTGGCAAGGTGTGGGTCGCCTCAGAAGCCTGGGE
CCTCTCCAGGCACATCACTGGGGTGCCCGGUATCCAGCGCATTGGGATGGTGCTGGGCAT
GGCCATCCAGAAGAGGGCTATCCCTGGCCTGAAGGCGTTTGAAGAAGCCTATGCCCGUGE
AGACAAGAAGGCCOCTAGGCCTTGOCACAAGGGCTCCTGGTGCAGCAGCAATCAGCTCTG
CAGAGAATGCCAAGCTTTCATGGCACACACGATGCCCAAGCTCAAAGCCTTCTCCATGAGT
TCTGCCTACAACGCATACCGGGCTGTATATGCGGTGGOCCATGACCTOCACCAGCTCCIGG
GCTGTGCCTCTGGAGCTTATTCCAGGAOCCOAGTCTACCCCTGGCAGCTTTTGAAGCAGAT
CCACAAGGTGCATTTCCTTCTACACAAGGACACTGTGGCGTTTAATGACAACAGAGATCCC
CTCAGTAGCTATAACATAATTGCCTGGGACTGGAATGAACCCAAGTGGACCTTCACGGTCC
TCGGTTCCTCCACATGGTCTCCAGTTCAGCTAAACATAAATGAGACCAAAATCCAGTGGCA
CGGAAAGGACAACCAGGTGCCTAAGTCTGTGTGTTCCAGCGACTATCTTGAAGGGCACCA
GCGAGTGGTTACGGGTTTCCATCACTGCTGCTTTGAGTGTATGCCCTATGGGGCTGGGACE
TTCCTCAACAAGAGTGACCTCTACAGATGCCAGCCTTGTGGOAAAGAAGAGTGGGCACCT

' GAGGGAAGCCAGACCTGCTTCCOBO0CACTATAGTGTTTTTAGCTTTGCGTGAGCACACCT
CTTGOGTGCTGCTGGCAGCTAACACGCTGCTACTGCTGCTGCTGCTTGGGACTGCTGGOCT
GTTTGCCTGGCACCTAGACACCCCTGTGGTGAGGTCAGCAGGGGGCCGCCTGTGCTTTCTT
ATGCTGGGCTCCCTGGCAGCAGGTAGTGGCAGCCTCTATGGCTICTTTGGGGAACCCACAA
GGCCTGCGTGCTTGCTACGCCAGGCCCTCTTTGCCCTTGGTTTCACCATCTTCCTG TCCTGE
CTGACAGTTCACTCATTCCAACTAATCATCATCTTCAAGT TTTCCACCAAGGTACCTACATT
CTACCACGCCTGGGTCCAAAACCACGATACTGACCTATTTOTGATGATCAGCTCAGCGGCT
CAGCTGCTTATCTOTCTAACTTGGCTGGTAOTGTGGACCCCACTGCCTGCTAGGGAATACC
AGCGCTTCCCCCATCTGUTGATGCTTGAGTGCACAGAGACCAACTCCCTGGGCTTCATACT
GGCCTTCCTCTACAATGGCCTCCTCTCCATCAGTGCCTTTGCCTGCAGCTACCTGGGTAAG
GACTTGCCAGAGAACTACAACGAGGCCAAATGTATCACCTTCAGCCTGCTCTTCAACTTCG
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TGTCCTGGATOGCCTTCTTCACCACGGCCAGCGTCTACGACGGCAAGTACCTGCCTGCGGE
CAACATOATAGCTGAGCTGAGCAGCCTAAGCAGCAACT TCAGTGGOTATTITCTACCTAAG
TGCTACGTGATCCTCTGCCGCCCAGACCTCAACAGCACAGAGCACTTCCAGGCCTCCATTC
AGOACTACACGAGGCGCTGCGGCTCCACCTGA (SEC ID N° 16)

Traduccién conceptual de hT1R1 (SEC ID N° 17)

MLLCTARLVGLQLLISCCWAFACHSTESSPDFTLPGDYLLAGLFPLESGCLQVRHERFEVTLCDR
SCSFNBHG YHLFQAMRLGVEBINNSTALLPNMITLGY QLYDYCSDSANVY ATLRVLSLPGQHHIR
LQGDLLHYSFTVLAVIGPDSTNRAATTAALLSPFLYPMISYAASSETLS VKRQYPSFLRTIPNDK
YQVETMYLLLQKFGWTWISLVGSSDDYGQLGVQALENQATGQGICIAPKDIMEFSAQVGDRR

MQCLMRHLAQAGATV VVVFSSRQLARVFFESYVLTNLTGK YW VASEAWALSRHITAVPGIQR
IGMVLAVAIQKRAVPGLKAFEEAYARADKKAPRPCHKGSWCSSNGQLCRECQARMAHTMPXL

KAFSMSSAYNAYRAVYAVAHGLHQLLGCASGACSRGRVYPWQLLEQIHK VHFLLEKDTVAF

NDNRDPLSSYNIA WD WNGPKWTFTVLGSSTWSPVQLNRNETKIQWHGKDNQVPKS VCSSDIC

LEGHQRVVTAFHHCCFECVPCOAGTFLNK SDLYROQPOGK BEWAPRGSQTCFPRTYVFLALRE
HTSWVLLAANTLLLLLLLGTAGLFAWHLDTPVVRSAGGRLCFLMLGSLAAGSGSLYGPFGEPT
RPACLLRQALFALGFTIFLSCLTVRSFQLIIFKRSTKVPTFYHAWVQNEGAGLFVMISSAAQLLE
CLTWLVYWTPLPAREY QRFPHLVMLECTETNSLGFILAFLYNGLLSISAFACSYLGKDLPENYN
BAKCYTFSLLFNFVSWIAFFTTASVYDGKYLPAANMMAGLISLSSGPGG YFLFKCYVILCRPDL
NSTEHFQASIQDYTRRCGST (SEC ID N° 17)
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> RECEPTORES GUSTATIVOS DE T1R'Y GENES QUE LOS CODIFICAN

<130> 301586.EP3/JND/CJS

<140>
<141> 07-03-2001

<150> 60/187.546
<151> 07-03-2000

<150> 60/195.536
<151> 07-04-2000

<150> 60/209.840
<151> 06-06-2000

<150> 60/214.213
<151> 23-06-2000

<150> 60/226.448
<151> 17-08-2000

<150> 60/259.227
<151> 03-01-2001

<160> 20

<170> Patentln ver. 2.1

<210> 1
<211> 876
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

agcetggcag
ggacaccact
tcctetgece
ctgcegtgee
ctetgggcte
atgaagoggu
ctccgcagec
tgggtcggag
ctgcggttct
aaatggeegt
acgaccrctt
tggccaagoc
gtgtgctggce
tcagcttctt
ccrgeceegt

<210>2
<211>2687
<212>ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

tacatgcacc
gcaggtcagc
crrecgeace
gttcggetgg
gagcatcric
gcogotgoeg

tggcetcagyg
ggggocccag
gcreooeegec
tgttggaagt
teetgcacee
actacgtgct
ggacacggec
tcagggtgac
gtygtggecce
ggaggagatc
tgatacgtge
aggcageegc
tgtcatcgag
ccteatgeee
gggagceccecet

ccacceagec
tacggtqcta
gtgcecageg
aactgggtgg
tcggoectgg
cgtgccgatg

cagagterga
ggtgrggcaa
ccgggetcac
tgectetgee
tgggacgggy
dg9g999g9cty
cagcagccct
caggtotggg
aggtrctcct
aacaacaagrt
tcggagecto
gacatcgecg
ccocactegt
cagtggggcg
tgrgtcagga

ctgccctggg
gcatggagct
acegtygtgea
cegeectgay
£cgeggeacg
actcgegget

cgcgcacaaa
gtgaggatgg
tccatgtgag
atgctgggce
gccccattgt
troccceetgy
gtgtgcacca
gtgctoctga
caaacggect
tggarctget
tggtagecat
cctactgeaa
cagagctcge
ccceccacca
gaatgce

agceergtgt
gctgagcgee
gcetgacggcee
cagcgacgac
cggeatctge
ggggaagotg

49

ctrteaggee
caagggtitt
gccccagecy
ctgctgtect
gcorgteaca
gcgaggeega
ggtacagagg
goetggggecy
gctctgggca
gcccgggcty
gaagcccage
ctacacgcag
catggtcace
tcacccacce

cagaagatge
cgggagacct
gccgegyage
gagtacggcce
atcgegcacy
caggacgtcc

caggaagcga
gctaaacaaa
gggcagecac
gggcctcage
gcaacttagg
g9aggctggc
tgggacggec
aggtggccat
ctggccatga
cgectggact
cteatgttce
1accageece
ggcaagtict
ccaaccaacc

tcttggectt 60

tccectoctt 120
tgcrgcagga 180
ggcagggceet. 240
agggcctggt 300
tgcaccaggt 360



gaaccagagc
cttcaactac
gcrgacctct
cttcctccag
cctggecace
ggacgrggtg
agggctaaat
cctgeacaac
ctggcaggig
gcacggccac
gctectggag
cagcagegga
gcccaggetc
ccgetggcac
gtagcccecg
geecagecga
cggcagtgoe
tgtgtggact
9<g949995199
cacagggtac
accttttaglo
tcteggtice
gcgetgggec
gttcaggect
ctcagcgecce
ttgrococace
trcgrggagt
cccrgggect
tacctggtgg
ctggtgeact
aggorggect
aaccgtoecc
grgecooctee
ctgctctgty
cggcagocag
ggccagaatg
teageeeeyy
TCgctacaga
cacagtgagc

agcgtgcagg
agcatcagca
gaccrggtca
aggggtgece
gacceageet
ggccagoegoet
caccaccaga
acrcttcagt
agoccgggag
cacgeergag
aacatgtaca
aacgtggaca
cacgacgtgg
acgtctgaca
cggcagageg
gcagagoccay
49gagggeca
g<gaggcggg
gaacgcagca
aagacgaaca
gccaggatga
tggcatgggg
ttgtgctgge
£gg9g999gcc
tcotgricec
tceegercal
cagaacrtgcco
ggctgglggt
cettcecegec
gecgeacacy
trctotgett
grggcctcac
tggccaatgt
tectgggeat
ggctcaacac
acgggaacac
tgaacccaga
gaccoctaoey
cctaggoctg
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tggtgctget
gcaggctctc
tggaggctgcc
agttgcacga
tcrgaeretge
gococgeagtg
cgttetctgt
gcaacgocte
atggoggrgt
ctaggaggtgg
acctgaccet
tggagtacga
gcaggttcaa
accaggtgag
cagccrgggy
accceaggec
ggtgcgccgg
cagctaccgg
ggggagggtc
ccgagogoaec
gtgotccecy
cgagcecgget
tgctttgggg
cctggoctge
tggecageco
gggcrgectg
tctgagetgg
gcrgotggec
ggaggrggty
crtectgggre
cctgggcact
ctttgccaty
gcaggrggrc
cectggergec
cceegagrtc
daggaaatcag
ctragetycy
ctctaggrtc
gagcacgrgg

grregeetcee
gcccaaggeg
cggecatggee
gttccceecay
ccLgggeygag
tgactgcatc
ctacgcagcet
aggcrgecce
gctgtectct
<rggeggete
ccacgtggge
ccrgaagety
cggcageete
gtgagygrgg
gt99gggccy

tgtgcgcaga:

gtcaaggggt
caaaacccag

ctgecaagee
f A S dod o dog 2 S
gagcgaageca
gtgcrgetgc
crgttegtte
Tttggcctgg
agccctgoec
agcacacret
gcagaccygge
atgctggtgy
acggactgge
agetreggee
ttcctggtge
ctggectact
crcaggeceg
trocacctge
ttcctgggag
gggaaacatg
atcecceeca
tgaccocagg
acaccccrge

gtgcacgecy
tgggtggeca
cagatgggca
tatgtgaaga
agggagcagg
acgctgcaga
gtgtatagcg
gegeaggace
gcatgtgcec
agcceegec
gggctgcege
T9ggrgtgge
aggacagage
gtgtgccagg
trecageete
ageecgtgte
tccactectg
gtgagccgec
ctgactctga
tcacagacga
cacgctgett
tgctectget
accatcggga
tgtgcctggg
gatgcotgge
tectgeagge
tgagtygctyg
aggtcgcact
acatgctgec
tagcgeacge
ggagecagee
tcatcacctg
ccgrgeagat
ccaggtotta
ggggccctgg
agtgacccaa
agccagcaat
trgtcicctg
gaccalc

cccacgeect
gcgaggectg
cggtgcttgg
cgcacctgge
gtctggagga
acgtgagege
tggcccagge
ccgtgaagece
aggccaccag
cccgeecgea
tgcggttcga
agggctcagt
gcctgaagat
cgrgcecegtg
ccgtygggeat
ceggtgcteg
ctgctacgac
ttcceggeag
gaccagagcec
catcgcctge
ccgccgeagg
gctgagcctg
cagcccactg
cctggtctygc
ccagcagece
ggccgagatc
cctgiggggy
gtgcacctgg
cacggaggeg
caccaatgec
gggcrgctac
ggtctccttt
gggcgeeete
cctgctcatg
ggatgcccaa
ccctgtgatc
gacccgtgte
accctgacec

<210> 3

<211> 2553

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

atgctggaece
greoecattge
ttooccectgg
gtgtgcacca
gaggagatca
gatacgtget
ggcagoogeg
gtcatcygyc
ctcatgecoc
tIcrtccgea
gagttcgget
ctgagcatcy
gtgccgotge
gtgaaccaga
crtcrteaact
tggergacet
ggrttectec
gccctggeca
gaggacgtag
gcagggotaa
gccctgeaca

ctgctgtect
gcctgtcaca
gcgaggccga
ggttctecte
acaacaagtc
cggagectgt
acatcgcege
cceactegte
actacggtac
ccgtgeceag
ggaactgggt
tctegyccct
cecgtgccga
gcagcgtgca
‘acagcatcag
crgaccrggt
agaggggtgc
ccgaccegge
tgaglcagey
atcaccacea
acactcttca

gggcctcage
gcaacttagg
ggaggctgge
aaacgygectg
ggatctgoeg
ggrggccaty
ctactgcaac
agagctcegee
Tagcatggag
cgaccgtgtg
ggccgeecty
ggcegeggea
tgactcgegg
ggtggrgctg
cagcaggctc
catggggcteg
ccagctgcac
ctrcrgorct
ctgeecgeag
gacgrtetet
gtgcaacgec

ctcrgggete
atgaaggoga

ctccgcagec

cretgggeac
€cegggerge
aagcccagec
tatacgcagt
atggtcacceyg
crgotgageg
cagctrgacgg
ggcagcgacy
£geggeatct
ctggggaagg
ctgttcgect
tegeccaagy
ceoggeatgy
gagticccce
gceetgggcey
tgtgactgea
gtetacgeag
tcaggctgec

50

recrgeacee
acracgrgot
ggacacggec
tggccatgaa
goetgggeta
tcatgttect
accagocecyg
graagttctt
coogggagac
ccgoegegga
acgagtacgg
gcatcgegea
tgcaggacgt
<cgrgeacge
tgtgggtgge
cecagatgygg
agtacgtgaa
agagggagca
Tcacgetgea
ctgtgtatag
ccgogeagga

tgggacggyg
4999999<tg
cagcagccet
aatggcegtg
cgaccrettt
ggccaaggca
Totgcrgact
cagcttetec
cttoeccree
gctgotgeag
ccggeagggce
cgagggcety
cctgcaccag
cgccecacgec
cagegaggee
cacggtgcet
gacgeacctg
gggtctggag
gaacgtgage
cgtggeecag
ccccgrgaag



coctggrage
cgotrrcgaca
ggcrcagtgc
ctgaagatcc
tgccaggagg
gactgcgagg
caggatgagt
gatggggcy
gtgctggerg
guggggeccc
crgrrcoctg
ccgetcacyg
gaacrgcocrc
ctgotggroc
ttceegeegg
cgcacacget
ctergettec
ggcoctcacct
gccaatgtge
ctgggeatec
<rcaacacec
gggaacacag

<210> 4

<211> 850

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4
Met
1

Leu

Pro Gly

Gly Asp

Ala Gly

50

Phe Ser

65

Glu Glu

Tyr Asp

Ser Ley

Asn
130

Ser

Cys

His
145

L.eu Met
Thr phe

Thr Ala

tcctggagaa
gcagcggaaa
ccaggcteca
gcrggcacac
gccaggrgeg
cgggcagcta
ggrccccgga
agecggetge
ctrtgggget
tggcctgctt
gccagceecag
gcrgectgay
tgagcrgggc
tgctggcecat
aggtggtgac
cctgggreag
tgggcacttt
ttgccatget
aggtggtect
tggeigocett
ccgagttert
gaaatcaggg

Gly Pro

Thr Gly

20
Tyr val
35

Leu Arg

Ser Asn

Ile Asn

Ala

5
Ala
Lau
Ser
Gly

Asn

ES 2396 681 T3

catgtacaac
cgtggacatg
cgacgtggyc
gtctgacaac
ccgggtcaag
ccggcaaaac
gcgaagcaca
gctgotgoeg
gttcgttcac
tggcctggrg
ccetgeccga
cacactcttc
agaccggctg
gctggtggag
ggactggcac
cttcggecta
cctggtgegy
ggcctactic
caggeeegec
cecacetgeec

cetggyagyyg
gaaacatgag

val Leu

Pro Leu

Gly Gly

Thr
55

Ley

Arg
Leu
70

Lys Ser

85

Phe
100

Phe

Leu

Met
115

Tyr Thr

ser Glu

Pro His

Pro Ser

180

ala Ala

195

AsSp
Leu
Gin
Leu
%
Phe

Glu

Thr Cys

Ala Lys

Gly
Cys
Leu

40
Arg
Trp
Asp

Ser

Ala

crgaccttce
gagtacgacc
aggtrcaacy
cagaagceecy
gggtrccact
ccagacgaca
cgetgettec
ctectgetge
catcgggaca
tgoctgggec
tguctggoec
ctgeaggegg
agtyggergeo
gtcgractgr
atgctgeeca
gcgcacgeca
agcecageeyy
atcacctggg
gtgcagatgy
aggtgttacc

ggoectgaag
1ga

Ser
10

Ser

Leu
Leu
25

Phe Pro

Pro Ser

Ala Leu

Leu
90

Pro

Leu
Glu
105

Gly ser

120

Gln
135

Met

Tyr
Ala
150
Gly Ala

Phe Arg

Leu Leu

Pro

val

Ser

Thr

Gln

Arg val

Thr Ggly

Glu
170

val pro
185 .

Glu

Met

200

51

acgtgggcgg

tgaagctgtg
gcageetcag
tgtcecgatg
cctgetgota
tcgectgeac
gccgcaggte
tgagcetgge
gcccactgge
tggtctgect
agcagecert
cCgagatctt
tgcgggggec
gcacctggta
<ggaggcgct
¢caatgecac
gcrgetacaa
totcetttgt
gcgeectect
tgctcatgeg
atgcccaagg

Ley
Glin
Leu
ser
Ala

75
Pro
val
Arg
teu
Lys
1!5
Leuy

Ser

Trp
Gln
Gly
Pro

60
Met
Gly
val
ASp
Ala
140
Phe

L.eu

Asp

phe Gly Trp

Ala
Leu
Glu

45
val
Lys
Leu
Ala
Ile
125
val
Phe
ser

Arg

Asn
205

gcrgeegetg
ggrgrggcag
gacagagege
ctcgcggeag
cgactgtgtg
cttrtgtgge
tcggticctg
getgggectt
tcaggcctcg
cagcgrecte
gteccaceee
cytggagtca
ctgggectgg
cctggtggcc
ggtgcactge
gctggecttt
cegtgecegt
gccecteetg
gctergtgtc
gragccaggd
tcagaatgac

Le
15

Met

Leu

Al
3

Ala 6lu

Cys Thr

Met Ala

Leu
95

Lys

Arg
Met
110

Ala Ala

Ile Gy

ser Phe

Ar
17

Gln

Ala

val
180

Trp val

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2553

His
Lys
Glu
Arg
val

80
Gly
Pro
Tyr
Pro
Phe
160
Glu

Leu

Ala



Ala
Ser
225
val
val
Ala
Arg
ASp
305
Gly
Lys
Gly
Pro
His
385
Ala
ASp
phe
Asp
Ar

46

Leu
Cys
His
GlIn
ser

545
Ala

Leu
210
Ala
Pro
Leu
ser
Leu
290
Leu
Phe
The
G'! u
Galn
370
His
Leu
Pro
His
Met
450
Leu
Lys
Ser
ser
Asn
530

Pro

Trp

Gly
Leu
Leu
His
val
275
Ser
val
Leu
His
Ar

35

Cys
Glin
His
val
val
435
Glu
His
Ile
Arg
Cys
515
Pro

Glu

Gly

ser
Ala
Pro
Gln
260
His
Prao
Met
Gln
Leu
340
Gluy
Asp
Thr
AsSn
Lys
%0
Gly
Tyr
Asp
Arg
Gln
S00

cys

ASp

Arg

Glu

Asp Asp Glu

Ala
Ar

24

val
Ala
Lys
Gly
AP

32

Ala
GIn
Cys
Phe
Thr
405
Pro
Gly
Asp
val
Trp
485
Cys
TYyr
ASp

Ser

Pro

Ala
230
Ala
Asn
Ala
val
Leu
310
Gly
Leu
Gly
Ile
ser
390
Leu
Trp
Leu
Leu
Gl

70
His
Gin
ASp
Ile
Thr

550
Ala

215

Arg
Asp
GIn
His
™"

29

Pro
Ala
Ala
Leu
Thr
375
val
Gln
Gln
Pro
LysS
455
Arg
Thr
Glu
cys
Ala
535

Arg

val

ES 2396 681 T3

Tyr
Gly
Asp
ser
%
val
Gly
Gln
Thr
Glu

360

Leu
TYP
Cys
Leu
Leu
440
Leu
Phe
Ser
Gly
vai
520
Cys

Cys

Leu

Gly
Ile
ser
Ser
265
Leu
Ala
Met
Leu
AS

34

Glu
Gln
Ala
Asn
Leu
425
Arg
Trp
AsSn
ASp
Gln
505
ASp
Thr

Phe

Leu

Arg
Cys
Ar

25

val
Phe
ser
Ala
His
330
Pro
ASp
ASn
Ala
Ala
410
Glu
phe
val
Gly
AsSnh
490
val
cys
Phe

Arg

Lteu

52

Glin
Ile
235
Leu
Gln
Asn
Glu
Gin
3158
Glu
Ala
val
val
val
395
Ser
ASn
ASp
Trp
Ser
475
GIn
Arg
Glu
Cys
Arg

555
Leu

Gly Leu
220-

Ala His
Gly Lys
val val

Tyr Ser
285

Ala Trp
300

Met Gly
Phe Pro
Phe Cys

val Gly
365

ser Ala
380

Tyr ser
Gly Cys
Met Tyr

Ser Ser
445

Gln Gly
460

Leu Arg
LyS Pro
Arg val
Ala G)

52

Gly Glin
54

Arg Ser

Leu Leu

Ser
Glu
val
t.eu
270
Ile
Leu
Thr
GlIn
ser
350
Gin
Gly
val
Pro
ASn
430
Gly
ser
Thr
val
Lys
510
ser
AsSp

Arg

Leu

e
Gly
Gln
255
Leu
ser
Thr
val
TYF
335
Ala
Arg
Leu
Ala
Ala
415
Leu
AsSn

val

Glu

Phe
Leu
240
ASp
Phe
ser
ser
Leu
320
val

Leu
Cys
Asn
Gln
400
Gin
Thr
val

Pro

Arg

"~ 480

ser
495
Gly
TYyr
Glu

Phe

ser

Arg
Phe
Arg
Trp
Leu

560

Leu



10

15

Ala
ASD
Leu
Gin
625
Pro
Phe
Cys
val
val
705
Arg
Thr
Pro
Tyr
val
785
Ley
Arg

Gly

His

Leu
Ser
val

510
Pro
Leu
val

Leu
Glu
£90
val

Thr
Leu

Gly

Phe
770

val.

6ly
Gln

ASp

Gly
Pro
595
Cys
Ser
Thr
Glu
Ar

67

val
Thr
Arg
Ala
Cys
755
Ile
Leu
Ile

Pro

Ala

- 835

Glu
850

<210>5
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
580
Leu
Leu
Pro
Gly
ser
660
Gly
Ala
Asp
Ser
Phe
740
Thr
Arg
Leu
Gl

825

Gin

565
val

val
Gly
Ala
645
Glu
Pro
Lteu

Trp

Loy
Gln
Leu
Ar

63

Lteu
Leu
Trg
Cys

His

710

Trp
725
Leu
Asn
Trp
Pro
Ala
805

Lewu

Gly

val
Cys
Arg
val
Ala
790
Ala

AsSn

Glin

Ala
Ala
val
615
Cys
Ser
Pro
Ala
Thr
695
Met

Ser

pPhe

Ala

ser
775
val
phe

Thr

Asn

ES 2396 681 T3

.

Ala Leu
585

ser Gly
600

Cys Leu
Leu Ala
Thr Leu

L.eu Ser
665

Trp Leu
680

Trp Tyr
Leu Pro
Phe Gly
- Sl
s
phe val
Gin Met
His teu
Pro Glu

825
Asp Gl
840 y

Gly
Gly
Ser
Gin
Phe
850
Trp
val
Leu
Thr
Leu
730
Thr
feuy
Pro
Gly
PO
810

Phe

ASn

Leu
Pro
val
Gin
635
Leu
Ala
val
val
Glu
715
Ala
Phe
Thr
lL.eu
Ala
785
ATg

Phe

Thr

Phe
Leu
Leu
620
Pro
Gin
AsSp
Ley
Ala
700
Ala
His
Leu
Phe
Leu
780
Leuy
Cys
Leu

Gly

<223> Descripcion de LA secuencia artificial: Cebador degenerado

<220>

<221> base modificada
<222> (3)
<223>a,t,c,0g

<220>
<221> base modificada

<222> (9)
<223>a,t,c,0g

53

val
Ala
605
Leu
Leu
Ala
Arg
Leu
£85
ehe
teu
Ala
val
Ala
765
Ala
Leu

Tyr

Gly

His
590
cys
Phe
Ser
Ala
Leu
670
Ala
Pro
val
Thr
Ar

75

Met
ASN
Leu

Leu

Gly

. 830

Asn
845

Gln

575
Mis
Phe
Pro
Mis
Glu
655
Ser
Met

Pro

His

AsSn

735
Ser

Leu
val
Cys
Leu
813

Gly

Gly

Arg
Gly
Gly
640
Ile
Gly
Leu
Glu
i
Ala
Gln
Ala

GlIn

val
800

Met .

Pro

Lys



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60
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<220>

<221> base modificada
<222> (12)
<223>a,t,c,o0g

<220>

<221> base modificada
<222> (18)
<223>a,t,c,0g

<400> 5

cgnttyytng cntggggnga rcc
<210>6

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebadores degenerados

<220>

<221> base modificada
<222> (3)
<223>a,t,c,0g

<220>

<221> base modificada
<222> (6)
<223>a,t,c,0g

<220>

<221> base modificada
<222> (18)
<223>a,t,c,o0g

<220>

<221> base modificada
<222> (21)
<223>a,t,c,0g

<400> 6 _
cgngenegrt trtarcance ngg

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7
Arg Pphe Leu Ala Trg Gly Glu pPro Ala

<210> 8

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Prg Gly Cys Tyr Asg, Arg Ala Arg

<210>9

<211> 552
<212> ADN
<213> Murine sp.
<400> 9

54

23

23



10

15

gtgctgtcac
ctcretgtec
retggcetga
agctctgeca
agcacactct
gcaaactggc
trtgtyggayy
tggtcagtygc
ggcttggrge
gtacaagacc

<210> 10

<211> 184
<212> PRT
<213> Murine sp.

<400> 10

val Leu
1

Ala Ala

Ala ser

Phe Cys

50

Cys Leu
65

ser Thr

Pro Leu

Leu Leu
Trp Tyr
130
Pro Thr
145

Gly Leu

Gly Thr

<210> 11
<211> 558
<212>ADN
<213> Rattus sp.

<400>11

gtgetgtcac
cterttotee
Trtggectga
cgctctgeca
agcacactct
gcaaactggc
actcttgtgg
acagattggc
agccrggget
ttectggtac

<210>12
<211>186

Ser Leu

Leu

&l

Leu

Ala

Leu

Ser

val

115

Leu

Glu

val

Phe

tcctectget
accactggga
tctgectagg
gcrgecttgo
tectgeaage
tatgcagcta
tagcactatg
tgcccacaga
acatrcaccaa
4g

Leu
5

Gly Leu
20

Gly Ser
3
ser val

Gin Gin

Phe teu

85

Trp Ala

100
val

Thr Ala

val Leu

Ile
165

val

His

Leu
180

ttctcctget
actactggga
tctgecctagg
gctgecttge
tcctgcaage
tctgcageta
aggctgcact
aggrgctgec
tggtgcacat
aaagccag

ES 2396 681 T3

gertrgectg
cagcecteet
cetettetyge
acaacaacca
agctgagacc
ccrtcgggac
tgcctggtat
ggtactggag
tgcaatggta

teu

Leu

Leu Leu Leu

ser val His

Gin Phe Cys

40
Leu Phe
5%
Pro Met
70

Glin

51a

Ala Ala

Asn Trp Leu

Thr
120

Glu

teu Ala

Pro
135

His

Ser

Glu
150

Thr

Cys

Asn Ala

GIn Asp GIn

grrttgecty
cagcccrett
cctettetac
ccaacaacca
agcegagate
cerreagagc
atgtgcctogg
cacggaggta
caccaatgca

grgctgggtc
gtécaggeet
cteagrgrec
atggcrcace
tttgtggagt
tctggectge
ttgaccgett
<actgccacg
gertitcict

Leu
10

Trp

Cys
His
25

phe Gly

Pro Gly

His Leu

tagcactggce
caggeggcte
ttctgttece
tcectotcac
ctgagctgee
tagtggtact
caccagaage
tgcgticety
gcrttctogg

tgctctgagg 60

acagrtctge 1

aggacggeca
aggcrgectg
actgagctgg
gttggccact
ggtgacagac
ggtcaacctg
cacttrcctg

val

ASp

Leu

Arg

Pro

Leu Gly

sar Praq

Ile Cys

45

Pro
60

Leu

Ser

Thr

75

Thr
G0

ser

Glu
Cys
105

Phe val

val val
His val

val
170

Met

gtgctyguce
gttcaggect
ctcagtgtec
atggctcace
tttgtggagt
ccectgggett
tacttgatgg
ctggaacact
ggggtagcett

55

Phe
Tyr
Glu
Thr
Ar

15
Ala

val Glu

Leu Arg

Leu Ala

ieu val
30

Ley

ser

Gly

Ser

ASp

Leu
15

Gln

Gly Leu

Ala ser

Leu
80

Leu

Cys
Glu
95

ser Gly

1190

Ala
125

Asp Trp

Ala

ser Trp

Phe Leu

tgacactyge
caggrgggtc
ttetgttcce
tecctetcac
ctgagetgec
ggctogtygt
crtteccctce
gcegeatgeg
tcctetgett

Leu

Ser

val

ys

Cys Ala

val Leu

Leu
160

Leu

Asn

Phe
175

tgeectyggy
actgrtctge
aggacgacca
aggctgccty
actgagrtag
actgctggcc
agaggtggtyg
ttcctgggrce
tctgggcact
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<212> PRT
<213>Rattus sp.

<400>12

val Leu Ser Leu Let; Leu Leu Leu Cys ng val Leu Gly Leu ﬂ;.; Leu
1

Ala Ala Leu G% Leu Phe val His T)Z(g Trp Asp Ser Pro ng val 6ln

Ala ser G; Gly ser Leu Fhe cig Phe Gly Leu IXle czg Leu Gly iLeu

Phe cgg Leu Ser val Leu ng Phe Pro Gly Ary ng Arg Ser Ala ser

Cys Leu Ala GIn GIn Pro Met Ala His Leu Pro Leu Thr Gly Cys Leu
65 70 75 80

ser Thr teu phe Leu GIn Ala Ala Glu Ile Phe val Glu Ser §lu Leu
85 1) a5

Pro Leu Ser Trp Ala Asn Trp Leu Cys Ser Tyr Leu Arg Gly Pro Trp
100 105 110

Ala Trp Leu val val Leu teu Ala Thr Leu val 6lu ala Ala teu Cys
115 120 125 :

Ala Trp Tyr Leu Met Ala Phe Pro Pro Glu val val Thr Asp Trp 6In
130 , 138 140

val Leu Pro Thr Glu val Leu Glu His Cys Arg Met Arg Ser Trp val
145 15¢ 15 . 160

Ser Leu Gly Leu val His Ile Thr asn Ala Gly val ala Phe Leu Cys
165 170 1758

Phe Leu Gly Thr pPhe Leu val Gln Ser GIn
180 1BS
<210>13
<211>2577
<212>ADN
<213>Rattus sp.

<400>13
atgccgggrt tggetatctt gggectcagt ctggergett tcctggaget tgggatyggag 60

56



teercttge
titccectgy
ctatgtacca
gaggagatca
gacacatgcet
ggaagtcaaa
gtcatiggtc
ctecatgecac
ccatccLtet
ttgcagaatt
gaaggtctga
ggecrggrgc
cgccaagtga
tactcceret
gagteetgge
gttcttggot
cgeetrgeoe
gaggagcgag
tcarctgage
tatgcagctg
cattgccaca
agrrcegry
tatgacerga
ttcaacggea
gtcrcecagt
tectgctget
TtCacctgta
ccregeagge
ctttgectygy
ageceetetty
ctcrictgec
c3acaaccaa
gccgagatcet
ctreggggcec
1gtgeetggt
acggaggtac
accaatygeag
ggtcgctata
gtctettttg
ggtgctatce
gtacttcegt
gaagcatcag

<210> 14

<211> 858
<212> PRT
<213> Rattus sp.

<400> 14
Met Pro
1

Ley Gly

Gly Asp
Ala Thr

50

Phe
&5

Glu

ser

Glu

gtcrgreaca
gcacaactga
ggtrotegec
acaarggatc
<agagccagt
geatrgatge
cecacteate
aggtcageta
tcCgcacagt
tcagotggaa
geatetitc
cacaacartga
accaaagcaa
ttagctacag
tgacctcrga
ttctgeageg
tagctgetga
tgatggggec
tgatgcagaa
tgtacagtgr
catcagagcc
ctegagactt
agatgtgggt
ccoetrcaget
gctcceggea
atgactgtgr
CLoCcatgtyy
ccaagtitct
tgetgyggoct
tteaggeetc
tcagtgicot
tggctcacet
ttgtggaglc
cctggyctty
acttgatggce
tggaacactg
tgttageret
acegtgeceyg
Tgecectoey
tatrtctgtec
ggcrgecaga
atgggaatag

Gly Leu

Met Gly

20
Ile

Tyr

35
Leu
Pro Leu

Xle Asn

Ala

5
ser
ey
Asn GIn
Gly Leu

Asn

ES 2396 681 T3

gcaattcaag
ggaggccact
cecrtgottey
tgrcttgoec
ggrcaccatryg
ctactgcaac
agagetrgec
tagtgecage
geccagtgac
ctgggrggct
tggtetggee
cactagtggc
agtacaggtg
catccttcat
cctggteatg
cggtaccota
cccaacattc
acgctgrtea
cctatcaget
ggrtcaggee
tgttcaacce
gacactgcag
gtggcagagc
gCagcacteyg
gtgcaaagat
ggactygcaag
caaggatcag
g9ctiggeag
gacactggct
aggtgggtca
tctgttcoca
ccctctcaca
tgagergeca
gotggrggta
tttcoctcca
ccgcatgegt
CCtctgett
tggrcteacc
ggctaatgty
cctgggeatc
getcaacace
tggtagtagt

Ile teu

Ser Leu

Gly Gly

Thr
55

Phe

Arg

70

Gly ser

85

Gly

Ley
Gln
Leu

Ala

gcacaagqggg
ctcaaccaga
trectggaca
cctggoctge
AGLCCagee
tacacacage
ctcattacag
atggatcgge
cgggigcagc
gccttaggta
aactcacgagy
caacaattgg
gtggtgcrgt
gacctctcac
acactteeca
ctgcctgaat
tgrgcctoec
gaatgtrgact
gggcaglige
crtrcacaaca
tggcagetoe
rtrgatgeca
cctacacery
aaaatgratt
ggccaggtge
gcagggagct
tggtecccas
gagccagetg
gcectggggc
crgtrctget
ggacgaccac
ggctgectga
crgagttogg
ctgetggoca
gaggtggrga
tcctgggtca
ctgggeactt
Trcgccatge
caggtggect
ctggccacct
caggagtrct
gaggcaactc

ser
10

Ser

Leu

Leu
25

Fhe Pro

40
PO ASnN
Ala Met

Leu Leéu
80

57

actatatatt
gaacacagee
tggetatgaa
gactgggcta
tcatgttcat
atcaaccceg
gcaagttctt
taagtgaccg
tgcaggccgt
gtgatgatga
gratcrgcat
gcaaggtggt
ttgcatcotge
ccaaggtatg
atattgeceg
trtcecatta
tgaaagctga
acatcatgct
accaccaaat
coctgcagtg
tggagaacat
aagggagtg:
tactacatac
ggccaggeaa
gcagagtaaa
accggaagea
aaaadaagcac
tgctgtcace
Terttgteca
ttggectgat
getotgecag
gcacactcett
cdaactgget
ctcrtgtgga
cagattggca
gcctgagett
tectggtaca
tagettatty
accagecage
tccacctgec
tecrgggaag
ggggacacag

Leu Ala

cln
Leu Gly
Gly Ile

o0
Ala Met

75

pro Gly

Ala Phe

Phe Lys

1

Thr Thr
45

Leu Cys

LyS Met

Leu Arg

gggrggacta
caacggcatc
gatggctgra
tgaccrgrtt
ggccaagglg
rgtgcrgget
cagctrcrtc
ggaaacartt
tgtgacactg
ctatggccgg
tgeacacgag
ggatgtgcta
cegrgetgtce
ggtggccagt
tgtgggeact
tgtggagact
gttggatctg
acagaacctg
attrgeaace
caatgtceca
gtacaatatg
agacatggaa
tgtaggcacc
ccaggtgcca
gggctttcat
tccagatgac
aaccrgeeta
tcrectgetg
ctactgggac
ctgcetagge
ctgootitgoc
cctgcaagea
ctgcagctac
ggectgcacta
ggtgcrgecc
ggtgcacatc
gagcecagect
catcatctgg
tgtgcagatg
caaatgcrag
gageeccaag
tgaatga

Lteu Gl

15

Ala Gl

clu Gl

teu Gl
95

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2577

u

n

u

Arg

Ala val
80

y



Tyr Asp Leu

Ser
Cys
His
145
Leu
Arg
GIn
val
Ile
225
Gly
val
Leu
Leu
Thr

305
val

Tyr
ser
Cys
Met
385
Tyr
Cys

Leu

Leu

Leu
AsSn
130
ser
Met
Glu
Leu
Ala
210
Phe
Leu
Asp
Phe
His
290
Ser
Leu
val

Leu
ser
370
Gln
Ala
Asn

Leu

Glin

Met
115

Tyr

Ser

Pro

Thr

Glin

195

Ala
ser
val
val
st
Asp
Asp
Gly
Glu
ELE
GIn
Asn
Ala
vai
Glu

435
Phe

450

Phe
100
phe
Thr
Glu
Gln
Phe
180
Ala
Ley
Gly
Pro
Leu
260
ser
Leu
Leu
phe
Thr
340
Ala
Cys
Leu
val
ser
420

Asn

Asp

ASp
Met
Gln
Leu
val
165
Pro
val
Gly
Leu
Gln
245
Arg
Ala
Ser
val
Leu
325§
Arg
Glu
ASp
Ser
Tyr
40s
His

Met

Ala

Thr
Ala
Tyr
Ala
150
ser
Ser
val
Ser
Ala
230
His
Gln
Arg
Pro
Met
310
Gln
Leu
Leu
Tyr
Ala
350
Ser

Cys

Tyr

ES 2396 681 T3

Cys
Lys
Gln
135
Leu
Tyr
Phe
Thr
As

21

Asn
AsSp
val
Ala
Lys
255
Thr
Arg
Ala
ASp
Ile

375
Gly
val
His

AsSn

ser
val
120
Pro
Ile
Ser
fhe
Leu
200
Asp
ser
Thr
Asn
val
280
val
Leu
Gly
Leu
Leu
360
Met

Gln

Ala

Thr

Met
440

Lys c;‘lg ser
45

Glu pro val

105
Gly

Arg
Thr
Ala
Ar

18

Leu
Asp
Arg
ser
Gln
265
Tyr
Trp
Pro
Ala
Ala
345
Glu
Leu
Leu
GIn
Ser
425

Ser

val

58

ser
val
Gly
Ser
170
Thr
Gln
Tyr
Gly
Gl
25
Ser
Ser
val
Asn
Leu
330
Ala
Glu
Gin
His
Ala
410
Glu

Phe

Asp

GIn
Leu
Lys
185
Met
val
ASn
Gly
Ite
235
Gln
Lys
Leu
Ala
Ile
315
Leu
Asp
Arg
ASD
His
395
Leuy
Pro

Arg

Met

val Thr met

Ser
Ala
140
Phe
ASp
Pro
Phe
Arg
220
Cys
GlIn
val
Phe
Ser
300
Ala
Pro
Pro
val
Leu
380
Gln
His
val

Ala

Glu
460

Ile
125
val
Phe
Arg
ser
ser
205
Glu
Ile
Leu
GlIn
ser
28BS
Glu
Arg
Glu
Thr
Met
365
Ser
Ile
AsSn
Gin
Al

44

Tyr

110
Ala

Ile
Ser
Leu
AS

19

Trp
Gly
Ala
Gly
val
270
Tyr
Ser
val
Phe
Phe
350
Gly
sSer
Phe
Thr
Pro
430

Asp

Asp

Lys
Ala
Gly
Phe
ser
1758
Arg
Asn
Leu
His
Lys
235
val
Ser
Trp
Gly
Ser
335
Cys
Pro
Gly
Ala
Leu
4158
Trp

Leu

Leu

Pro
Tyr
Pro
Phe
160
AsSp
val
Trp
Ser
Glu
240
val
val
Ile
Leu
Thr
320
His
Ala
Arg
Leu
Thr
400
GIn
GlIn

Thr

Lys



Met
485
Phe
Asn
val
Cys
Pro
545
Pro
l.eu
Gly
Gly
Ser
625
Gin
Phe
Trp
val
Ley
705
Thr
l.eu
Thr
Leu
Pro
785

Gly

Pro

Trp
Asn
Gln
Arg
55
Cys
Arg
Leu
Leu
Ser
610
val
Gln
Leu
Ala
%
Met
Gly
val
Phe
Thr

770
ey

Ala

Lys

val
Gly
val
Ar

51

Ala
Gly
Arg
Leu
Phe
595
teu
Leu
Pro
Gin
Asn
675
Leu
Ala
val
His
Leu
7558
Phe
Leu

Ie

Cys

ES 2396 681 T3

Trp G1n Ser

Thr
Pro
500
val
Gly
Lys
Pro
Leut
580
val
Phe
Leu
Met
Ala
660
Trp
Leu
Phe
Leu
Ile
740
val
Ala

Ala

Leu

TYr

Leu
485
val
LYS
ser
ASp
LysS
565
Leu
His
Cys
Phe
Ala
645
Ala
L.eu
Ala
Pro
Glu
725
Thr
Gln
Met
Asn
Phe

BOS
val

470
Glin

ser
G6ly
Tyr
Gln
550
Phe
Cys
Tyr
Phe
Pro
630
His
Glu
ys
The
Pro
710
His
ASN
Ser
Leu

val
790

Pro

Leu
Gla
Phe
3

Trp
Leu
Leu
Trp
4t
Gly
Leu
Ile
ser
Leu

695
Glu

Cys
Ala
Gln
Ala

775
Gin

Thr
Gln
cys
His
520
Lys
ser
Ala
val
ASp
600
Leu
ArQ
Pro
Phe
TYr
680
val
val
Arg

val

Pro
760

Tyr

val

cys Ala Leu

Leu

Leu

Trp

Pro
His
ser
505
ser
His
Pro
Trp
L.eu
585
ser
Ite
Pro

Leuy

val

665

Leu
Glu
val
Met
Leu
745
Gly
Phe
Ala

Gly

Leu

59

val
ser
490
Arg
Cys
Pro
Glu
Gl

57

Gly
Pro
Cys
Arg
Thr
650
Glu
Arg
Ala
Thr
Ar

73

Ala
Arg
Il
Tyr

Ile

Ley
475
Lys
Glin
cys
ASp
LYyS
55%
Glu
Leu
Leu
tey
ser
835
Gly
ser
Gly
Ala
ASpD
715
Ser
Phe
TYyr
Ile
Gln

795

Leu

810 .

Pro

Glu

His

Met
cys
TYyr
ASp
540
ser
Pro
Thr
val
Gl

62

Ala
cys
Glu
Pro
Leu
700
Trp
Trp
Leu
ASn
Tr

78

Pro

Ala

Leu

Thr
Tyr
Lys
AS

52

rPhe
Thr
Ala
Leu
Gin
605
Leu
ser
Leu
Leu
Tr

68

cys
Gin
val
Cys
Ar

76

val
Ala

Thr

AsSn

val
Trp
Asp
510
Cys
Thr
Thr
val
Ala
550
Ala
Phe
Cys
Ser
Pro
670
Ala
Ala
val
Ser
Phe
750
Ala
ser
val

Phe

The

Gly
Pro
495
Gly
val
cys
Cys
ey
575
Ala
ser
Cys
{eu
Thr
655
Leu
Trp
Trp
tay
Leu
738
Leu
Arg
Phe
6ln
His
815
Gln

Thr
480
Gly
Gln
ASp
Thr
Leu
560
ser
Leu
Gly
Leu
Ala
640
Leu
ser
Ley
Tyr
Pro
720
Gly
Gly
Gly
val
Met
800

Leu

Glu



10

15

820

ES 2396 681 T3

825

830

phe Phe Leu Gly Arg Ser Pro Lys Glu Ala Ser Asp Gly Asn Ser Gly
833 840 845

ser Ser Glu Ala Thr Arg Gly His Ser Glu
850 855

<210> 15

<211> 8194

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> base modificada
<222>(1951)..(2000)
<223>a,t,cog

<400>15

gagaatcteg
geerocgage
ccgatciggt
agceggeegg
aaacaccggg
aacatgicta
gtaacaaggc
tggggcagag
aaagrtctga
aaatgccaga
cegtocagag
agrtcecigag
gggectecagt
tatttaagca
gecagcatge
tgggcctttg
ctectggeag
grgageorgt
ctatagggcee
gaactgtcce
{tagacactt
arnnnnannn
tcactticte
cttcaggacc
gagcttgaga
tcecttiget
ttctcagetg
ccacctotie
gcoccaacate
tgccacgety
tctccactat
caccacagec
ttitgcccatc
nnnnnnnnnn
acggggrree
cteggectee
taatataata
tgttttccta
gacattagat
gggttcaagce
taaatacaga
TCCtaacagg
caaactgect

<221> base modificada
<222> (1251)..(1300)
<223>a,t,cog

tgagatcceg
cgeoggoges
€gaggggcrc
agagagaaag
atattreite
trigcatace
gaaagtatat
gggtgtcgac
aacctegeaa
gcteccrrttc
gaagggtcac
1gggaccgea
ceeacceccett
actggeerce
tgctctgeac
€ctgecatag
gectgttece
gtgacaggty
ccrctgocty
caggcerrgr
cggccagttt
nnanrnrnng
tctoctoctetg
ttircgarge
gegortgrtg
ceeaageete
tcrcttacty
caggctatge
acccigggge
agagtgetce
tecccracyy
gccctgotga
tccericagg
nnannnNann
accgrgttag
caatgtgctyg
Aaataarrat
caactagatg
tctcataagt
tcctacaaga
tgaagcricy
€cactgacct
Tcagtggaag

tcggrecygee
ctctgocgge
cacggaggac
¢cagaaacct
tetectgeag
ttecggttige
gacaattige
tcaaagcrgt
cacceggaga

taagccaggr

tgggtgccac
ggceccggaat
ttgggggect
ttagaggeca
ggctcgoeetg
cacggagrct
Terecatct
agtgagggge
LCarceteca
tcatcaatcc
<caattattt
nrnnAnnnnnn
gaaaacactg
taataagttt
aagrtegtgot
agagrctagy
gcrttecteca
ggcitggggt
accagctgta
ccctgecagqg
tgctyggeagt
goocctrtoct
caagrtergyg
gccaccatge
ccaggetggr
ggattacagg
acaactcacc
gtcccaterg
agcgrycaac
atctgatget
cttactcace
dacttctgec
tccctgaagg

cegergeeet
aacctecgga
tccatttacg
cgcgaccage
daaaageret
atgcattrge
TCagaatctt
gtctcattta
dattgtgttce
gaagtcacag
crggttigea
gtcaaggcaa
gaagttagga
ctecttggec
gtcggeoctgc
tctectgact
ggergtctge
cagcagagcc
aacaggacct
acrigccace
caccctiget
nonnnnnnnn
actaatgtag
ctoccatcagg
ttgggggact
dygccagagg
caggretigr
tgaggagata
tgatgtgtgt
gcaacaccac
gattgggect
ggtgcocatg
nannnnAnNNnn
ccggetaatt
cgcaaactee
tgtgageeac
ataatgtaga
ggggtgatqgg
Ccagatecct
getgeegare
agcigetcac
ctgacctada
tccccaaaca

60

cccagoergec
agcacactag
ttacgcaaat
catgggcceac
aggattggea
rrcgaagtga
aatgrcagaa
gtaaactgag
cagecrceca
agegtggaca
tctgtgoctt
acagtcctge
agcatcegge
atgccagygeg
agcrretcat
tcacecroce
aggtgaggca
acacttagtg
tgcctetgee
taagrgctgy
gttagaatgt
aatteccttaa
caggrtrete
gccagettgt
ggaccgatga
gtctcageay
agerrcaargy
aacaactcca
Tcrgactcry
atagagctcec
gacagcacca
gtaagctgga
annnanannn
trttrgtate
taacctegty
tgcacecyge
atcagtggga
gagacagrga
cgcatgtgca
tgacagoagy
ctectoctgt
catgctrctc
cacgggacta

gaaaagaggg
gaggttccag
tecoctaceed
ctctecggaa
gtttaaacaa
gcaaccctgg
aactggagac
gcccaggtaa
cctegeecea
gaacccacaa
cgrcctgoes
ttcagecact
agetgeette
cgggcatctg
ttcctgerge
cggagattac
cagacccgag
ggaccectgg

‘ttrgcecectt

Ltagaccttc
annnnanann
actaaatttc
tgcrtecagga
tcctectact
cctcaaaggt
gecttrgree
agcatggeta
cggeectget
ccaatgrgta
aaggagacct
accgrgetge
gecotcagace
nanAnnonnn
Tttagtagag
atccacceac
cataatgrat
gcocctgaget
cagatcatca
gttcacagta
ggagcagetg
gaggcccggt
TtCrtacttg
tLTcactoect



atgcaggtre
tcccaccect
caggctgagg
gccaggeact.
ttagctatgc
gcaccatcec
ggtggacctg
cactggagaa
tcrcrgecea
gggccacegt
tggtgctgac
ggcacatcac
agaagagggc
aggcccctag
gccaagettt
acaacgcata
cctetggage
cacctectgt
ctctaaatgc
grrttttgag
ctctgcaact
gggattacag
agatagagtc
gagctccgec
acgggegeec
caccatgtta
ccaaagtgct
tagagatggg
ctcctgettc
gatctrtctc
aagatccagg
trggtgggga
gaaaccacca
tcrgtgetgt
caaggtgecat
cagtagctat
cggttectee
cggaaaggac
acctagagce
gtccagetge
gagtgtgcag
gccctgagag
cttgggcece
gcgactgtct
gtgtgccetg
cgagctacec
gtgcectgec
acacctgcta
gcctgtaate
gagaccagcec
gggtgtggtg
ttgaacccag
cgagaattcg
cccagcactt
ctgaccaaca
gtggcgtgtg
€gggaggcgg
gagaaaaact
agactgaggt
tectgaattc
tcctactgtc
gaatacagat
caaggtcaag
aggggccaca
tcagagggtc
atgcrggcaa
tcgtaacctc
aaaccctcat

tgtctccttt
cceccagaac
ggtgctctce
9g99g9g9ggcct
ggccagcage
caatgacaag
gatctcictg
ccaggcceact
ggtgggcgat
cgtggttgtt
caacctgact
tggggrgccc
tgtccctggce
gccttgecac
catggcacac
ccgggcigeg
ttgtrccagg
cagggagaac
caagggggat
acagrctggc
tccacctect
gcacccacca
tcgetcigtt
tcccaggttc
gccaccacge
gccaggatgg
gggattacag
gtttcaccat
ggcctecgcaa
Tcrgatccrt
gctaaaactg
agattgaggg
ggacggaaac
ctgtggtggce
ttccrrctac
aacataattg
acatggtctc
aaccaggtaa
tgggggtgat
caccactcta
atgeccctgag
cagatgcaca
tacgtgtggc
tgaagggcac
tg99gctqgg
agcactcccg
ccaygaaccaa
ccagacagaa
ccagcactrt
tggccaacat
gcgegtgect
gaggcggagg
tccceccaaa
tgggaggccyg
tggtgaaacc
cctgtaattc
aggttgcagt
ctgtctcaaa
gtgtcctetg
aacctrcttte
ccttetgetg
dactagcgtgr
aacagagagc
ttcrttectt
aggactcaga
gagagagggg
tctggtatgt
gggatcatga

ES 2396 681 T3

gcttggaatg
ctgceccage
Tggtctccoccc
tcagtggaga
gagacgctca
taccaggrgg
gttggcagca
ggtcagggga
gagaggatgc
ttttccagee
ggcaaggrgt
gggatccagce
ctgaaggegt
aagggctect
acgatgccca
targcggrgg
ggccgagtet
agccaatecet
aaatgccact
tctgtcacce
gggttcaagt
ccatgcctag
gcccaggetg
actccattcc
€cagctaart
tctcaatctc
gcgtgagcca
gttggccagg
agtgctggga
gcectrctctc

fctgtaaagg

gcttcctaag
ccaggaaggc
tTrCatrgatac
acaaggacac

_cctggogactg

cagttcaget
tggggatgtg
gctgacacag
ccecatectgg
gcggaagrtc
gagartctgt
cccterggct
cagcgagtgg
accttectca
ggggcrgcac
ggcccagica
ttctgatcaa
gggaggctga
ggtgaaaccc
gtaatcccag
TLgcagtgag
aaaagaaagg
aggtgggtgg
ccatcectac
cagctactcg
gagccaagat
aaaaaagaaa
ttagagagct
tctaaatgaa
cccatgecaa
ctgcagcaga
aaattaggta
tcaccatctc
gaaaccacag
ttacaatgcc
gggcagagct
gccatacaga

catcccctea
Qgagccttcg
ggctccctgt
ctgaaatggc
gcgtgaageg
agaccatggt
gtgacgacta
tctgcattge
agtgcctrcat
ggcagriggc
gggtcgectc
gcattgggat
ttgaagaage
ggtgcagceag
agctcaaagc
cCcatggect
accccrgqea
gagatgagca
aacttgaggt
aggctgceagt
gattctcttg
ataatttttc
gaatgcagtg
cctgectcag
Trtttrgrat
ctgaccttgt
ccgeacceygg
ctggtctcga
ttacaggcat
acccactgtg
agtgrrtgtrt
daggaaggga
cccaggecct
gcgrrrcttt
tgtggcgttt
gaatggacce
aaacataaat
gctactcace
tgtacaggga
ccagggaagc
acacgaccag
tttctgttcc
tcttacaggt
ttacgggtrt
acaagagtgg
ggtggaggga
ctgggctgcc
gagaatcagc
gacgggtgga
catctctacc
ctactcggga
<caagatgca
aggccgageg
atcacctgag
taaaaataca
ggaggctgag
tgcaccaterg
gaaagaaaga
gtcatcacaa
tatagctatt
agacagctag

gaaaaaaaca:

gctaaggact
tgtagggaca
agcagcaget
ctcecttggg
accaggttaa

accgacctget

61

cececttgtee
caggtgatrt
atccccacac
tgaacgggac
gcagtatccc
gctgetgetg
tgggcagcta
trtcaaggac
gcgccaccerg
cagggtgtrt
agaagcctgg
ggtgctgggc
ctatgcecgg
caatcagctc
cttctccatg
ccaccagcerc
ggtaagagag
gagtgggcac
ttrttgtttt
gtagtgatgc
cctaggoectc
trrrcteeet
gtgcgatctt
cctcccaagt
tttgagtraga
catccgececa
cctaatettt
actcctggea
TagCrcecte
tcttggaagt
agaggcctec
cgagaccttc
tgctictggg
cagcttttgg
aatgacaaca
aagtggacct
gagaccaaaa
atgrtaactqg
gcaggagggg
agggaagaca
gggccctgec
acatgtgagc
gcctaagtct
ccatcactgc
tgagtgggca
gggcctcect
agttagcrec
cactgggtgc
tcacttgagg
aaaaatataa
ggctgaggea
ttccagectg
cggtggctca
gtcaggagtt
daaaaagtta
gcaggagaat
cactccagcec
attagccaac
ctcctacaaa
grIcccrteg
Ctccttgaac
gcattcccca
caggtcctta
ggaatacttc
Caggaaagtg
agcaggctgc
ggtectacct
gtgtctccag

ccaggcagat
gtcagtitca

ccagcacagg 2

ctcccataga
tctrtectge
cagaagttcg
ggggtgcagg
atcatgccct
gcccaggecg
ttcgagtecg
gcectcteca
gtggecatec
gcagacaaga
tgcagagaat
agttctgcct
ctgggctgtg
ceccaccecag
tctccggtca
gttttgtttt
gatctcgget
ctgagtagct
ttrreteteg
ggctcactgt
aggtgggact
gacggggtrt
cctcgteete

gtatttttag
tcaagtgatc
ctctragaca
gtcaagtgat
tcteaggagg
ctgatgggct
accatgtggg
agcagatcca
gagatccect
tcacggtect
tccagtggea
cttatgggca
ggccccagyg
ctccgtagge
ctgggagtga
tgtcctttga
gtgtgrtcca
tgctttgagt
atggagcagg
tgggccccat

aggttggagg -

gotggctcat
tcgggagttc
aaaattagct
ggagaatcac
gaccacaaag
cacctgtaat
cgagaccagc
gccgggegtt
tgcttgaacc
tgggcgacaa
tgaaagcctt
agcagtcgta
tgcecteteg
agcttggect
tccagaaatg
gttggtgtce
cecrectgce
gtrcatggaa
tcccatcaga
agggtttgca
agtctgtaat



taacacaggce
cacratgect
ratrtocctat
gacctctaca
tgerteecge
gcagcraaca
ctagacaccc
ctggcageag
rigoracgoc
cgcrcatice
grctgogrce
crratctgtc
trcocceeate
ttccrctaca
ttgccagaga
tectyggateg
aacatgatgg
tgctacgtga
caggacraca
o olok ) of of of ol ol
gcatcgoggt
ctgccaataa
acggattcaa
gocaactccg
cattggcegt
cgaggcgcac

<210>16
<211>2526
<212>ADN
<213>Homo sapiens

<400>16
atgctgeret
trtgectgec
gcaggettgt
cIgrgrgaca
cttgggogttg
cagcrgtatg
crgocaggyc
ctggcagtga
ccrttecigy
cagtatcect
CLgotgerge
gggcagcrag
ttcaaggaca
cgecacctyy
agggtatttt
gaagcotgag
gtgetgggeg
tatgeeegyg
aatcagorct
ttctccatga
caccagetec
crrrtggage
gacaacagag
tggaccttca
accaaaatce
tgtctrtgaag
ccctgtyggog
azagaagagt
gerrtgogrg
ctgottggga
g9994ggccgec
ggcttertty
ggrttcacca
aagttttcca

atttegagga
agtatagtct
tcctactetg
gatgecagec
gcacrgtggt
cgctgotget
ctgtggtgag
gragtggcag
aggceetert
aactaatcat
aaaaccacgg
taacttggct
tggtgatgct
atggcctect
actacaacga
ccrrerreac
ctgggctgag
tcctctgecg
cgaggcegetyg
ccctgagagt
ctggggrigg
agdagtgaaa
gtctgaacec
gaggcgggcc
tctctgcggg
ctoctggect

gcacggarcg
atagcacgga
teccteteca
ggtcttgtag
aggagataaa

atgtgtgttc

agcaccacat
ttgggccrga
tgcccatgat
crtrcctgeyg
agaagttcgg
gggrgcaggo
t¢atgeecte
cceaggeegg
tcgagtcogr
cococtotecag
Tggceateca
cagacaagaa
gcagagaatg
gttctgocta
tgggctgtge
agatccacaa
atcccctcag
cggtecteygg
agtggcacgg
ggcaccagog
ctgggacctt
gggcacctga
agcacaccte
ctgctggect
Tgtgortict
gggaacccac
tcttcotgtc
<caaggtacc
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aatgegtggce
agctgcectg
cteatcgge
ttgtgggaaa
grttitggcee
gctgctgetg
grcagcaggg
cctetatgge
tgececrtggt
catcttcaag
tgctggectg
ggtggtgrgg
tgagtgcaca
ctccatcagt
ggccaaatge
cacggecage
cagcctgage
cccagaccte
cggetecace
cgaaggtcga
gacgtgtaag
tgcgtatctg
agagcctgga
cagcgccaaa
gccocegeoet
gcacgctreg

cctggicggc
gtcrtrctect
ttctggetgt
cttcaatgag
cxactccacyg
tgactergee
agagcrcecaa
cagcaccaac
tagcratgceg
caccarccoc
gtggacctgg
actggagaac
ctctgeccag
ggeeacegte
ggtgcrgacc
geacatcact
gaagagggcet
ggccectagy
ccaagotitc
caacgcatac
ctctggaget
ggtgcatttc
tagctataac
ttecteeaca
azaggacaac
agtggttacg
cctcaacaag
gggaagrcag
ttgggtygctg
gttigcctgg
ratgctgggc
aaggecetgey
ctgcctgaca
tacatrtctac

gtacaattct
tctcaggaac
gaagagtgyg
ttgcgtgagc
cttgggactg
ggccgectgt
tterttggyg
tteaccatct
ttttccacsa
trtgtgatga
accccactge
gagaccaact
gccttigect
grtcaccttca
gtctacgacg
agcggettcg
aacagcacag
tgaccagtyg
gcaggccggg
cgcctgggag
gtcrectgee
aaaggctgac
agaacaggge
€gogggccog
acgt

ctgeagoetsc
gacttcaccc
ctgcaggtga
catggctacc
gcectgetge
aatgrgtartg
ggagaccetre
cgrgrrygeca
gicagcageg
aatgacaagt
atcLetetygy
caggeccactg
gtgggcgatg
gtggtrgtet
aacctgactg
ggggtgcccg
grecetygec
ccttgecaca
atggcacaca
cgggetgtgt
tgticcagay
crtctacaca
ataattgect
tyggretccag
caggtgecta
ggrLrccarc
agtgacctct
accrgertec
ctggcagera
caccragaca
tcocciggcag
Lgetigctac
gttcgotcat
cacgoearggg

62

acreceggcet
cceagtatct
crictiggec
cacctgagygy
acaccrctig
ctggectgtt
gctttertat
aacccacaag
Tcctgtoctg
aggtacctac
tcagetcagce
ctgctaggga
ccotgugett
gcagctacct
goetgerett
gcaagtacet
gtgggtattt
agcacttcca
gtcagecaggc
ggrgrccgaq
agectagacc
gtgggagagt
cgcccagatt
gaggcgtegt
agcragaagc

tCatttcctg
tccecggaga
ggeacagace
accrcrrcca
cgaacarcac
ccacgetgag
tcecactatte
ccacagcge
agacgctcag
accaggtgga
ttggcagcag
gtcagaggat
agaggatgca
Ttteccageey
gcaaggtgrg
ggatccageqg
tgaaggegtt
agyggerecty
cgatgeocaa
atgcggtggo
gccgagtcta
aggacacrgt
gggactggaa
trcagctaaa
agtctgtgtg
acrgetgett
acagatgcca
€gegeactgt
acacgetget
cceoctgtggt
caggragtgg
gccaggeect
tccaactaat
tccaaaacca

acccecatec
Tgcaggecce
ttccctttca
aagccagacc
ggrgctgerg
tgcetggcac
gctggacrec
gecetgegtyc
ccrgacagtt
attctraccac
gacceagety
ataccagegce
catactggece
gggtaaggac
caacttegtyg
geetgeggee
tctgcctaag
ggccrccatt
acqggetggea
aggtctitgg
aggcrceggyg
grgaggtgta
gacgttgcta
ccecegeates
tctacgeric

ctgargggsc
ttacctectg
cgaggrgace
ggctatgcgg
cctggagtac
agrgetetec
ccctacggtg
cetgetgage
cgtgaagcqag
gaccatggig
tgacgactat
ctgcattget
gtgcctcatg
geagttyggee
ggrcgootca
cattgggatg
tgaagaagec
gtgcagcage
g&rcaaageoc
ccatggecrc
ccectggeag
ggcgtrrtraat
tggacccaag
cataaatgag
ttccagegac
tgagtagigty
gcettgtggg
ggtgritttg
gergotgetg
gaggtcagea
cagcctctat
cttrgeecte
carcatctc

cggtgctgac

6720
6780
6840
6900
6560
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
774G
7800
7860
7920
7980
8040
8100
B160
8194

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040



ctgtttgtga
tggaccccac
acagagacca
agtgectttg
tgtgtcacct
agcgtctacg
agcagcggct
ctcaacagca
acctga

<210>17
<211>841
<212>PRT

<213>Homo sapiens

<400>17

Met
1
Cys
Thr
Gly
ser
65
Leu
Thr
Ty
Leu
Gl

14

Pro

Ser

LYS
Thr
val
225

pPhe

GIn

Leu
Cys
Leu
Cys

50
Cys
Gly
Leu
Ala
Gin
130
Pro
Phe
val
Tyr
Trp
210
GlIn

Lys

€ys

tgatcagctc
tgecctgotag
actccctggg
cctgeageta
tcagcctgct
acggcaagta
tcggtgggta
cagagcactt

Ley
Trp
Pro

3%
ieu
Ser
val
Gly
The
il15
Gly
Asp
ey

Lys

GIn

195

Ile

Ala

Asp

Leu

Cys
Ala
20
Gly
Gln
Phe
Glu
Tyr
100
tLeu
AsSp
Sar
val
Ar
180
val
Ser
Leu

e

Met
260

Thr
5
Phe
Asp
val
Asn
Glu
25
GIn

Arg

Leu

Pro
165

g GIn

Glu
Lew
Glu
Met

245
Arg
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Ala
Ala
Tyr
Arg
Glu

70
Ile
Leu
val
Leu
Asn

150
Met

Tyr
Thr
val
Asn
230

Pro

His

Arg
Cys
Leu
His
55
His
AsSn
Tyr
L.eu
His
135
Arg
Ile
Pro
Met
Gl
21
Gln

Phe

Leu

Leu

His

Leu
40

Arg

Gly
Asn
ASD
ser
120
Tyr
Ala
Ser
Ser
val
200
ser
Ala

Ser

Ala

val
Ser

25
Ala
Pro
Tyr
Ser
val
105
Leu
ser
Ala
Tyr
Phe
185
Leu
ser
Thr

Ala

Gin,
265

63

agcggcoccag crgcetratce
ggaataccag
cttcatactg
cctggqgtaag
cttcaacttc
cctgoetgeg
trtrctgct
ccaggeetee

cgericeece
geereeencet
gactrgecag
gtgtcctgga
gccaacatga
aagtgctacg
attcaggact

Gly

10
Thr
Gly
Glu
Hig
Thr

a0
Cys
PO
Pro
Thr
Ala
170
Ley
Leu
ASp
Gly
Gin

250
Ala

grctaacttg
atcrggtgat
ataatggecet
agaactacaa
tegeotictt
tggctggger
tgatcctety
acacgagycg

.eu
Glu
Ley
val
Leu

?5
Ala
ser
Gly
Thr
Thr
155
Ala
Arg
tLeu
ASpP
Gln
235

val

Gly

Glin
ser
Phe
The

60
Phe

Leu

ASp

Gla

val
140
Ala
ser
The
Gln
Tyr
220
Gly

Gly

Ala

Leu

Ser

Pro

45

Leu
Gin
Leu
ser
His
125
Leu
Ala
ser
e
55
Gly
Ile
ASp

Thr

gctggtggtg 2100
gcttgagtye 2160
cctetecate 2220
cgaggccaaa 22380
caccacggee 2340
gagcagccry 2400
ccgeecagac 2460

crgeggetee %SZQ

Lew
Pro

30
Leu
Cys
Ala
Pro
Ala
110
His
Ala
Leu
Glu
Pro
190
Phe
GIn
Cys

Glu

val
270

Ile
15
Asp
His
Asp
Met
AsSn
a5
ASn
1le
val
Leu
Thr
175
Asn
Gly
Leu
Tie
Al
25
val

526

Ser
Phe
Ser
Arg
50
Ile
Qa?
Glu
Ile
Ser
160
Leu
Asp
Trp
Gly
%

Met

val



val
Leu
Leu
305
val
pPhe
His
Ala
ser
385
His
Tyr
His
Tyr
val
465
Thr
Cys
His
Asn
Ala
545
Ala
Leu
Asp

Leu

Glu
625

Phe
Thr
290
ser
Leu
Glu
Lys
Phe
370
Ala
Gln
Pro
Lys
Asn
450
Leu
Lys
Ser
His
Lys
5%0
Pro
Leu
Leu
Thr
Gly

610

Pro

Ser
275
ASn
Arg
Gly
Glu
G

35

Met
Tyr
Leu
Trp
ASD
435
Ile
Gly
Ile
sSer
Cys
515
ser
Glu
Arg
Leu
Pro
595

Ser

Thr

ser
Leu
His
val
Ala
340
Ser
Ala
Asn
Leu
Gln
420
Thr
Ile
ser
GIn
ASp
500
Cys
Asp
Gly
Glu
Leu
580
val

Leu

Arg

Arg

Thr

e

Ala

TYr

Trp

His

Ala

Gl
40

Leu-

val
Ata
Ser
Tr

48

Cys
Phe
Leu
Ser
His
565
Leu
val

Ala

Pro

GlIn
Gly
Thr
310
Ile
Ala
Cys
Thr
Tyr
390
cys
Leu
Ala
Trp
Thr
470
His
Leu
Glu
Tyr
GlIn
550
Thr
Leu
Arg

Ala

Ala
630
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Leu
255
Gly
Gln
Arg
ser
355
Arg
Ala
Glu
Phe
AsSp

455
Trp

G'Iy'

Glu
Ccys
Ar

53

Thr
Ser
Gly
ser

61

Cys

Ala Arg val
280

val
val
Lys
Ala
ser
360
Pro
Ala
ser
Gln
ASn
440
Trp
ser
LYyS
Gly
val
520
Cys
Cys
frp
Thr
Ala
600

ser

Leu

Trp
Pro
Arg
AS

34

Asn
Lys
val
Gly
Ile
425
Asp
Asn
Pro
AsSp
His
S0S
Pro
Gln
Phe
val
Ala
585
Gly

Gly

Leu

64

val
Gly

Ala
330

Lys
Gln
Leu
Tyr
Ala
410
His
Asn
Gly
val
ASN
490
Gln
Cys
Pro
Pro
Leu
570
Gly
Gly

Ser

Arg

“Phe

Ala
Ile
315
val
Lys
Leu
LyS
Ala
395
cys
Lys
Arg
Pro
GIn
475
GIn
Arg
Gly
Cys
Ar

55

Leu
Leu
Arg

Leu

Gin
635

‘Phe

ser
300
Gln
Pro
Ala
Cys
Ala
380
val
ser
val
ASP
LyS
ato
Leu
val
val
Ala
Gl

54

Thr
Ala
l_’he
Leu
Tyr
6%0

Ala

Glu
285
Glu
Arg
Gly
pPro
Ar

36

Phe
Ala
Arg
His
Pro
445
Trp
ASn
Pro
val
G)

52

Lys
val
Ala
Ala
Cys
605
Gly

Leu

Ser
Ala
Ile
Leu
Al

35

Glu
Ser
His
Gly
Phe
430
Leu
Thr
Ile
LYS
Thr
510
Thr
Glu
val
AsSn
Trp
590
Phe

Phe

Phe

val
Trp
Gly
LysS
335
Pro
Cys
Met
Gcly
Ar

41

Leu
ser
Phe
ASh
ser
495
Gly
Phe
Glu
Phe
Thr
575
His
Leu

Phe

Ala

val
Ala
Met
320
Ala
Cys
GIn

ser

Leu

400

val
Leu
ser
Thr
Glu
480
val
Phe
Leu
Trp
Leu
560
Leu
Leu
Met

Gly

Leu
640



10

15

20

25

30

Gly phe Thr Ile

Phe
660

Asn

Ile Ile Ile

Gln
675

Leu

Trp val

Gln
690

Ala

Ala Leu

Pro Gliu

705
Thr

Arg

Glu Thr Asn

Ile
740

Tyr

Leu teu Ser

Pro Glu Asnh

755

Phe val

770
Lys

Asi Sar

Gig Tyr Lau

78

ser Ser Gly phe

Cys Arg Pro Asp

820
Thr Arg
835

Asp Tyr

<210>18

<211>14

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<220>

rhe
645

Lys

Mis

Iie;

Tyr
ser
725
Sar
Asn
Trp
#1ro
Gl

80

Leu

Arg
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Thr
650

val

Leu Ser Cys Leu

Phe ser Thr Lys

665

Gly Ala Gly Leu Phe

680

teu Thr

695
Arg

cys Trp Leu

Gin rhe His

710
Leu

Pro

phe Ile Leu

730

Ser

Gly

Ala Phe Ala Cys

745

Glu Ala Lys Cys val

760

Ala Phe phe Thr

775
Ala

Ile

Ala
750

Gly

Asn Met Met

phe Leu Pro

810

His

TYr

Thr Glu

825
Thr

Asn Ser

Gly Ser

840

Cys

val

Pro

val

val

Leu

. 713

Ala
TYyr
Thr
Thr
733

Lys

Phe

Arg
Thr
Met
val
700
val
rPhe
Leu
rPhe
Ala
780
Gly

Cys

Glin

ser
Phe
e
685
Trp
Met
Leu
Gly
ser
765
ser
Leu

Tyr

Ala

<223>Descripcion de secuencia artificial: Secuencia consenso de la familia de T1R

<220>
<221>MOD_RES
<222> (1)
<223>tor

<220>

<221> MOD_RES
<222> (3)
<223>fol

<220>
<221>MOD_RES
<222> (4)
<223>r,qop

<220>
<221>MOD_RES
<222> (6)
<223>rot

<220>
<221> MOD_RES
<222> (7)

65

phe
&30
ser
Thr
Leu
Tyr
750
Leu
val
ser
val

ser
830

Gln
855
His
ser
pro
Glu
Asn
735
Asp
Leu
Tyr
ser
Ile

B1S
Ile

Leu
Ala
Ala
Leu
%
Gly
Leu
fhe
AsSp
Leu
200

Leu

Gln



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<223>s,pov

<220>
<221>MOD_RES
<222> (8)
<223>v,e,r, kot

<220>
<221>MOD_RES
<222> (11)
<223>aoe

<220>
<221>MOD_RES
<222> (12)
<223>wol

<220>

<221> MOD_RES
<222> (13)
<223>r,hog

<400> 18

ES 2396 681 T3

xai Cys Xaa Xaa Ar‘g Xaa Xaa Xaa Phe ng Xaa Xaa Xaa Glu

<210> 19

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Secuencia consenso de la familia de T1R

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)
<223>loq

<220>
<221>MOD_RES
<222> (3)
<223>e,got

<220>

<221> MOD_RES
<222> (4)
<223>n,roc

<220>
<221>MOD_RES
<222> (7)
<223>roe

<220>

<221> MOD_RES
<222> (9)
<223>rok

<220>

<221> MOD_RES
<222> (10)
<223>c,gof

<220>
<221> MOD_RES

66



10

15

20

<222> (11)
<223>v,loi

<220>

<221> MOD_RES
<222> (13)
<223>fol

<220>

<221> MOD_RES
<222> (14)
<223>ao0s

<220>
<221>MOD_RES
<222> (15)
<223>moll

<400> 19

Xaa Pro Xaa Xaa ?y; Asn Xaa Ala Xaa ng Xaa Thr Xaa Xaa xig
1

<210> 20
<211> 3563
<212> ADN

ES 2396 681 T3

<213> Homo sapiens

<400> 20

agcctggcag
ggacaccact
tcetetgece
ctgeegtgee
ctcrgggcte

atgaagggog
ctcegeagee

tgggtegggg
ctgocggttct

tggectcagg
ggggccccag
getoeecgec
tgttggaagrt
tLeLgracee
actacgtgct
ggacacggcee
tcagggtgac
gtgtggcecc

aaatggecgt ggaggagatc

acgacctoett
tggccaaggce
gtgtgctgge
teagertett
cctgoccogr,
ccrgggagec
goagcigetg
tgtgeagety
cctgggcage
ggcacgcgge
acggetgggg
gatgengttc
getoctogoce
gotgeecgyge
geacgagrte
ctorgecotg
gcagrgrgac
crctgrctac
cgeeteagge
gggtgtgitg
aggtggctgg
gaccttceac
gtacgacctg
gtrtcaacgge

tgatracgtgc
aggcagcego
tgtcatcgog
ccrecatgecce
gggagcccct
ctgtgtcaga
agcgeceggg
acggeegecy
gacgacgagt
atcrgcatcg
aaggtgcagg
goeroegroc
aaggtgtggg
atggcccaga
ccccagtacy
ggcgagaggg
tgcarcacgc
gcagcigtgt
Tgcoeaegeye
toctctgeat
cggctcagec
gtgggegggc
aagctgtgogg
agcctcagga

cagagtctga
ggtgtggcaa
ccgggcteac

rgcctetgec

1999acgQg9g
99949999ctg
cagcagcect
caggtceiggg
aggttctect
aacaacaagt
teggagecty
gacatcgecg
ccccactegt
cagtggogacy
tgtgtcagga
agatgcrctt
agaccrrecc
cggagetrget
acggecggla
cgcacgagygg
acgrcctgea
acgccgecca
tggccagega
tgggcacggt
tgaagacgea
agcagggtcr
tgcagaacgt
atagegtgge
aggacceegt
gtgcccagge
ccgicoccctg
tgccgetgey
tgtggcagyy
cagagcgcct

€gcgcacaaa
gtgaggatgg
tccatgrgag
argctgggcc
gcococcattgt
tTrCoccctgg
gtgrgcacca
gtgctectga
caaacggect
cggatctget
tggtyggecat
cctactgcaa
cagagctcgc
cceeccacca
gaargctaca
ggcctigeag
ctcerrette
gcaggagtrtc
gggectgagc
cctggtgecg
ccaggtgaac
cgecorctic
ggcctggetg
goettggottc
cetggecctg
ggaggaggac
gagcgcaggg
ccaggeecty
gaagcaitgg
caccaggcac
ccegeageto
gttcgacaqc
ctcagtgecc
gaagatccgc

67

ctrrcaggec
caagggtt:it
gceccageey
ctgctgtect
gccrgtcaca
gcgaggeega
ggtacagagg
gctgaggeeg
gctctgggea
gcecggocetyg
gaagcccage
ctacacgcag
catggtcacc
tcacccacce
tgcaccecac
gtcagctacg
cgcacegtgce
ggctggaact
atcttcrogg
ctgeccegty
cagagcageg
aactacagca
acctctgacc
ctccagaggg
gccaccgacec
grggrgggcc
Ctaaatcacc
cacaacacte
caggtgagec
ggccaccacg
ctggagaaca
agcggaaacg
aggctccacg
tggcacacgt

caggaagcga
gctaaacaaa
gagcagceac
gggcctcage
gcaacttagg
ggaggctggc
tgggacggec
aggtggccat
ctggccatga
cgcctggget
cteatgttec
taccagccec
ggcaagtrct
ccaaccaacce
ccageectge
gtgctagcat
ccagegaceg
agatggeegce
ccctggocge
ccgatgactc
tgcaggtggt
tcagcagcag
tggtcatggg
gtgcccaget
cggecrrctg
agcgergeec
accagacgtt
ttcagtgcaa
cgggagatgg
cetgagetgg
tgtacaacct
tggacatgga
acgtgggcag
ctgacaacca



ggtgaggtga
ctgsga9tygy
caggoorgtg
cgccgggtca
taccggcaaa
agggtcetge
ggeccrtet
TeCoeggage
ccggetgtgc
ttggggctgt
gectgcetttg
cagcoeageoc
tgeotgagea
ageLgggcag
crggccatye
grggrgacgg
tgggtcagct
ggcactrtce
gecatgotyg
gtggtcctea
gcrgoottcc
gagttcrice
aatcagggga
gergegaree
aggrrctgac
acgtggacac

gggtgograt
gggeegttee
cgcagaagoee
aggggticca
acccaggtga
caagtcctga
ceretecrcac
gaagcacacg
tgcrgerget
tcgtecacea
geetggrgy
ctgecegatg
cactcrtoct
accggctgag
tggtygagat
acrggcacat
tcgacctage
tggtgcggag
ccracticat
ggeecgecgt
acctgeocag
tggaaggagag
aacatgagig
cceceeaaged
cccaggttgt
cccoctgtgacc
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gocaggegtg
agtctcecgt
cgtgreecgy
ctectgetge
gcegecttae
ctctgagace
agacgacatc
ctgcttcoege
cctgetgetg
tcgggacage
cetgggecty
cerggcecag
geaggeggec
tggctgectg
cgcactgtge
gctgeecacg
gtacgccace
ccageeggge
caccrgggtc
gcagatgggce
gtgtracctg
ccctggggat
acccaacect
agcaatgace
ctcetgacce
atc

ceccgLgotag
gggecatgece
tgetegegge
tacgactgtg
£g9caggcyg
agagccecaca
gectgeacct
cgeaggtere
agcctggege
ccactggttc
gtetgeetea
€agcocotigy
gagatcticyg
€gggggccct
acctygtace
gaggcgetgg
aatgccacqgc
tgctacaace
teetttgtoge
geeeteetge
crcargegge
gcocaaggce
gtgatctceag
cgrgtctoye
tgacccoccaca

68

ccceccgegge
agecgageag
agtgccagga
tggactgcga
gggtgggaac
gggtacaaga
tttgtygcca
ggttectgge
tgggccrtge
aggccrcggg
gegreetect
cecacctece
tggagtcaga
gggcetgger
tggtggectt
tgcactgcey
tggeceTtict
gtgcccgtgg
ccctectgae
tetgtgtece
agccaggyct
agaatgacgg
ccccggtgaa
tacagagacc
gtgageccta

agggcgcagc
agccagacce
gggicaggty
gg9cgggcage
9cagcaggaq
cgaacaccca
ggatgagtgy
atggggcgag
gctggotget
ggggceectg
gttcectgac
gctcacggge
actgecctctg
ggtggigetg
€CCgeeggag
cacacgctec
ctgotroctg
cctcaccrtt
caatgtgcag
gggcatcetq
caacacceoe
gaacacagga
cccagactta
ctececgetet

ggcctggage

2100 -
2160 .
2220 -
2280
2340

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3563
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia aislada de acido nucleico que codifica la regidén extracelular o transmembrana de un polipéptido
del receptor gustativo T1R3 que tiene una identidad de secuencia de al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el
96%, al menos el 97%, al menos el 98%, al menos el 99% con el polipéptido T1R3 en la SEC ID N°: 4 o 14.

2. La secuencia aislada de acido nucleico de la reivindicacion 1 que adicionalmente codifica la regidn
transmembrana de otro polipéptido GPCR.

3. La secuencia aislada de acido nucleico de la reivindicacidon 1 que adicionalmente codifica la regidn extracelular de
otro polipéptido GPCR.

4. La secuencia aislada de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 que esta unida
operativamente a un promotor regulable o a un promotor constitutivo.

5. Un vector que contiene una secuencia de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
4, que se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en vectores de mamiferos, vectores de insectos,
vectores bacterianos, vectores de levaduras, vectores retrovirales, vectores bacteriéfagos, plasmidos lineales o
circulares, moléculas de acido nucleico que son capaces de integrarse en el genoma de una célula deseada.

6. Una célula hospedadora que se ha transformado o transfectado ex vivo con una secuencia aislada de acido
nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-4 o un vector de acuerdo con la reivindicacién 5, que se
selecciona preferiblemente del grupo que consiste en células procariotas, células de mamifero, células de levadura,
células de insecto, células de anfibio, células vegetales y células fungicas.

7. La célula hospedadora de la reivindicaciéon 6 que es una célula humana.

8. La célula hospedadora de la reivindicacién 6 que se selecciona del grupo que consiste en E. coli, células CHO,
células HelLa y células HEK-293.

9. La célula hospedadora de la reivindicaciéon 6 que es una célula cultivada o un explante.

10. Un polipéptido T1R3 aislado, codificado por la secuencia aislada de acido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 - 3.

11. Un ensayo in vitro para identificar un compuesto que modula la transduccion gustativa que comprende:
(i) poner en contacto un polipéptido T1R3 de acuerdo con la reivindicaciéon 10 con un supuesto compuesto
modulador gustativo; y

(i) detectar si dicho compuesto se une especificamente a dicho polipéptido T1R3.

12. El ensayo de la reivindicacion 11 en el que dicho polipéptido T1R3 se expresa en una célula o en una membrana
celular.

13. El ensayo de la reivindicacion 11 en el que dicho polipéptido T1R3 esta comprendido en un soporte de fase
sélida.

14. El ensayo de la reivindicacion 11 en el que dicho polipéptido T1R3 esta en una solucion.

15. El ensayo de la reivindicacion 11 en el que dicho polipéptido T1R3 esta unido a un polipéptido verde
fluorescente.
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