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DESCRIPCION
Moduladores de receptores de olores

La presente solicitud reivindica prioridad sobre la solicitud provisional de EE.UU. con nimero de serie 60/581.087;
presentada el 18 de junio de 2004 y la solicitud provisional de EE.UU. con numero de serie 60/582.011 presentada el
22 de junio de 2004.

La presente invencion se realizd con soporte del gobierno con la subvencién n°® DC05782, otorgada por el National
Institutes of Health.

Campo de la invencion

La presente invencion se define en las reivindicaciones y refiere a polipéptidos capaces de estmular la localizacion
en la superficie celular del receptor de olores y la expresion funcional del receptor de olores. La presente invencién
proporciona ademas ensayos para la deteccion de ligandos especificos de varios receptores de olores.
Adicionalmente, la presente invencién se refiere a procedimientos de deteccion selectiva de polimorfismos de
proteinas auxiliares del receptor de olores y a mutaciones asociadas con estados de enfermedad, asi como a
procedimientos de deteccidn selectiva de agentes terapéuticos, ligandos y moduladores de dichas proteinas.

Antecedentes de la invencién

La disfuncidn olfatoria surge por diversas causas e influye profundamente sobre la calidad de vida de los pacientes.
Aproximadamente 2 millones de estadounidenses experimentan algun tipo de disfuncion olfatoria. En los estudios se
muestran que la disfuncién olfatoria afecta a al menos 1 % de la poblacion de menores de 65 afios de edad y muy
por encima del 50 % de la poblacién de mayores de 65 afios de edad. El sentido del olfato determina el sabor de los
alimentos y las bebidas y sirve como sistema de advertencia temprano para la deteccion de riesgos ambientales,
tales como alimentos podridos, fugas de gas natural, humo o contaminantes aéreos. Las pérdidas o distorsiones del
sentido del olfato pueden afectar de forma adversa a la preferencia por alimentos, la ingesta de alimentos y el
apetito.

Los trastornos del olfato se clasifican del siguiente modo: 1) anosmia: Incapacidad para detectar sensaciones
olfatorias cualitativas (p. ej., ausencia de la funcion olfatoria), 2) anosmia parcial: capacidad para percibir algunos,
pero no todos, los olores, 3) hiposmia o microsmia: disminucion de la sensibilidad a los olores, 4) hiperosmia: funcion
olfatoria anormalmente aguda, 5) disosmia (cacosmia o parosmia): percepcion olfatoria o estimulacion olorosa
distorsionada o alterada o distorsionada, 6) fantosmia: sensacion disésmica percibida en ausencia de un estimulo
del olor (antes conocida como alucinacion olfatoria) y 7) agnosia olfatoria: incapacidad para reconocer una
sensacion olorosa.

La disfuncién olfatoria se clasifica ademas como 1) alteraciones en la conduccion o transporte por obstruccion de las
fosas nasales (p. €j., inflamacién nasal crénica, poliposis etc.), 2) alteraciones neurosensoriales por dafios en el
neuroepitelio (p. ej., infeccidn viral, toxinas aéreas etc.), 3) alteracion neural olfatoria central por dafios en el sistema
nervioso central (p. ej., tumores, masas impactadas en el pedunculo olfativo, trastornos neurodegenerativos etc.).
Estas categorias no son mutuamente excluyentes. Por ejemplo, los virus pueden producir dafios en el neuroepitelio
olfatorio y también se pueden transportar al sistema nervioso central a través del nervio olfativo causando dafios en
los elementos centrales del sistema olfatorio.

Las neuronas del epitelio olfativo, las neuronas sensoriales olfativas (en lo sucesivo en el presente documento
“neuronas olfativas” determinan inicialmente las capacidades para oler. En las neuronas olfativas, las proteinas del
receptor del olor (en lo sucesivo en el presente documento “OR”), miembros de la superfamilia de receptores
acoplados a proteina G (en lo sucesivo en el presente documento “GPCR”), se sintetizan en el reticulo
endoplasmico, se transportan y, en ultima instancia, se concentran en la membrana de la superficie celular de los
cilios en la punta de la dendrita. Considerando que los OR desempefian papeles en el reconocimiento de objetivos
de los axones olfativos en desarrollo, las proteinas OR también estan presentes en los terminales axdnicos (véase,
por ejemplo, Mombaerts, P., (1996) Cell 87, 675-686; Wang, F., y col. (1998) Cell 93, 47-60. En roedores, los olores
se transmiten mediante tantos como 1.000 OR diferentes codificados por una familia multigénica (véase, por
ejemplo, Axel, R. (1995) Sci Am 1273, 154-159; Buck, L., y Axel, R. (1991) Cell 65, 175-187; Firestein, S. (2001)
Nature 413, 211-218; Mombaerts, P. (1999) Annu Rev Neurosci 22, 487-509; Young, J. M., y col., (2002) Hum Mol
Genet 11, 535-546 ; Zhang, X., y Firestein, S. (2002) Nat Neurosci 5, 124-133. Cada neurona olfativa expresa solo
un tipo de OR, sentando la base celular de discriminacion de olores por las neuronas olfativas (véase, por ejemplo,
Lewcock, J. W., y Reed, R. R. (2004) Proc Natl Acad Sci U S A; Malnic, B., y col., (1999) Cell 96, 713-723; Serizawa,
S., y col., (2003) Science 302, 2088-2094.

Lo que se necesita es una mejor comprension del sentido del olfato. Lo que se necesita también es una mejor
comprension de la funcion de los receptores del olfato.

La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripcidon que no entran dentro
del alcance de dichas reivindicaciones se proporcionan solamente con fines ilustrativas y no forman parte de la
presente invencion.
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Sumario de la invencién

La presente invencion se define en las reivindicaciones y refiere a polipéptidos capaces de estimular la localizacion
en la superficie celular del receptor de olores y la expresion funcional del receptor de olores. La presente invencion
proporciona ademas ensayos para la deteccion de ligandos especificos de varios receptores de olores.
Adicionalmente, la presente invencién se refiere a procedimientos de deteccidon selectiva de polimorfismos de
proteinas auxiliares del receptor de olores y a mutaciones asociadas con estados de enfermedad, asi como a
procedimientos de deteccién selectiva de agentes terapéuticos, ligandos y moduladores de dichas proteinas.

En realizaciones preferidas, la presente invencién proporciona un procedimiento para identificar un ligando del
receptor de olores, que comprende las etapas de a) proporcionar i) una linea celular que comprende un receptor de
olores y un agente informador, y ii) un compuesto de ensayo; b) exponer el compuesto de ensayo a la linea celular; y
c) medir la actividad del agente informador en el que la linea celular expresa RTP1, RTP1-A1, RTP1-D3, o RTP2
como se define en la reivindicacién 1. En algunas realizaciones, la linea celular es una linea celular heteréloga o una
linea celular natural. En algunas realizaciones, la linea celular es una linea celular 293T. En realizaciones preferidas,
el receptor de olores es un receptor de olores humanos. En otras realizaciones preferidas, el compuesto de ensayo
es una molécula odoriferas. En otras realizaciones mas, el agente informador esta regulado por un elemento
respondedor al AMPc. En realizaciones preferidas, la linea celular comprende ademas Gqoir. En otras realizaciones,
el receptor de olor es un receptor de olor murino. En otras realizaciones, el receptor de olor es un receptor de olor
sintético. En realizaciones preferidas, el receptor de olor comprende S6/79, S 18, S46, S50, MOR23-1, MOR31-4,
MOR31-6, MOR32-5 y/o MOR32-11. En otras realizaciones, el agente informador es un agente de iluminacién. En
otras realizaciones mas, el agente de iluminacion es la luciferaza. En realizaciones alternativas, el procedimiento
comprende ademas la etapa de detectar la presencia o ausencia de un ligando del receptor de olor basandose en la
actividad del agente informador.

En realizaciones preferidas, la presente invencion proporciona una linea celular que expresa un receptor de olor, en
la que la expresion se localiza en la superficie celular. En realizaciones preferidas, la linea celular comprende un gen
heterélogo, como se define en la reivindicacién10. En otras realizaciones preferidas, la linea celular es una la linea
celular 293T. En otras realizaciones, el receptor de olor es un receptor de olor humano. En realizaciones preferidas,
el receptor de olores esta marcado con un agente informador. En algunas realizaciones, el agente informador es un
agente informador de iluminacion. En algunas realizaciones, el agente informador de iluminacion comprende
glutatiéon-S-transferasa (GST), c-myc, 6-histidina (6X-His), proteina fluorescente verde (GFP), proteina de unién a la
maltosa (MBP), hemaglutinina del virus de la gripe A (HA), B-galactosidasa o GAL4. En realizaciones preferidas, la
linea celular comprende ademas expresion de Gqoir. En realizaciones preferidas, el receptor de olor es un receptor de
olor murino. En algunas realizaciones, el receptor de olor es un receptor de olor sintético. En realizaciones
preferidas, el receptor de olor comprende S6/79, S18, S46, S50, MOR23-1, MOR31-4, MOR31-6, MOR32-5 y
MOR32-11.

La descripcion divulga un acido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica una proteina que
comprende las SEC ID N° 21, 27, 33, 34, 37, 38 y 41-50, y variantes de las mismas que son al menos un 80 %
idénticas a las SEC ID N° 21, 27, 33, 34, 37, 38 y 41-50. La secuencia puede unirse operablemente a un promotor
heterdlogo. La secuencia puede estar contenida dentro de un vector. El vector puede estar dentro de una célula
huésped.

La descripcion también divulga secuencias de acido nucleico aisladas y purificadas que hibridan en condiciones de
rigurosidad alta con un acido nucleico que comprende las SEC ID N° 1, 7, 13, 14, 17 y/o 18. La secuencia puede
unirse operablemente a un promotor heterdlogo. La secuencia puede estar contenida dentro de un vector. El vector
huésped puede estar dentro de una célula huésped. El vector huésped puede expresarse en una célula huésped. La
célula huésped puede estar localizada en un organismo, en el que el organismo es un animal no humano. La
secuencia de polinucleétidos puede comprender al menos quince (p. €j., 15, 18, 20, 21, 25, 50, 100, 1000, ...)
nucleotidos capaces de hibridar en condiciones rigurosas con la secuencia de nucledtidos aislada.

La descripcion contempla un polipéptido codificado por un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste en las
SECID N° 1, 7,13, 14, 17 y 18 y variantes de las mismas que tienen una identidad de al menos 80 % con las SEC
ID N°1, 7,13, 14, 17 y 18. La proteina puede tener una identidad de al menos 90 % con las SEC ID N° 1, 7, 13, 14,
17 y 18 o la proteina puede tener una identidad de al menos 95 % con las SEC ID N° 1, 7, 13, 14, 17 y 18.

La presente descripcion también se refiere a una composicion que comprende un acido nucleico que inhibe la union
de al menos una porcién de un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste en las SEC ID N° 1,7, 13, 14, 17
y 18 a sus secuencias complementarias.

La presente descripcion proporciona un procedimiento para detectar una variante del polipéptido REEP en un sujeto,
que comprende proporcionar una muestra biolégica de un sujeto, en el que la muestra biolégica comprende un
polipéptido REEP y detectar la presencia o ausenta de una variante del polipéptido REEP en la muestra bioldgica.
La muestra bioldgica se puede seleccionar del grupo que consiste en una muestra de sangre, una muestra de tejido,
una muestra de orina y una muestra de liquido amniético. El sujeto se puede seleccionar del grupo que consiste en
un embridn, un feto, un animal neonato y un animal joven. El animal puede ser un ser humano. La deteccion puede
comprender union diferencial del anticuerpo. La deteccidon puede comprender una transferencia de tipo Western blot.
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El polipéptido de REEP variante puede ser un polipéptido de REEP1 variante. La deteccion puede comprender
detectar una secuencia de acido nucleico de REEP 1.

La presente descripcion proporciona un procedimiento para detectar una variante del polipéptido RTP en un sujeto,
que comprende proporcionar una muestra biolégica de un sujeto, en el que la muestra biolégica comprende un
polipéptido RTP y detectar la presencia o ausenta de una variante del polipéptido RTP en la muestra bioldgica. La
muestra bioldgica se puede seleccionar del grupo que consiste en una muestra de sangre, una muestra de tejido,
una muestra de orina y una muestra de liquido amniético. El sujeto se puede seleccionar del grupo que consiste en
un embridn, un feto, un animal neonato y un animal joven. El animal puede ser un ser humano. La deteccion puede
comprender la unién de anticuerpo diferencial La deteccion puede comprender una transferencia de tipo Western. El
polipéptido variante de RTP puede ser un polipéptido variante de RTP1 y/o RTP2. La deteccion puede comprender
detectar una secuencia de acido nucleico de RTP1 y/o RTP2. La variante de RTP1 puede seleccionarse del grupo
que consiste en RTP1-Al, RTP1-D1y RTP1-D3.

La presente descripcion proporciona un kit que comprende un reactivo para detectar la presencia o ausencia de un
polipéptido variante de REEP en una muestra bioldgica. El kit puede comprender ademas instrucciones para usar el
kit para detectar la presencia o ausencia de un polipéptido variante de REEP en una muestra bioldgica. El
polipéptido REEP puede ser un polipéptido de REEP1. El polipéptido REEP puede seleccionarse del grupo que
consiste en REEP1-6. Las instrucciones pueden comprender instrucciones requeridas por la U.S. Food and Drug
Agency para kits diagnosticos in vitro. El reactivo puede ser uno o mas anticuerpos. La muestra bioldgica se puede
seleccionar del grupo que consiste en una muestra de sangre, una muestra de tejido, una muestra de orina y una
muestra de liquido amniético. Los reactivos se pueden configurar para detectar una secuencia de acido nucleico de
REEP1.

La presente descripcion proporciona un kit que comprende un reactivo para detectar la presencia o ausencia de un
polipéptido variante de RTP en una muestra bioldgica. El kit puede comprender ademas instrucciones para usar el
kit para detectar la presencia o ausencia de un polipéptido variante de RTP en una muestra biolégica. El polipéptido
de RTP puede ser un polipéptido de RTP1 y/o RTP2. El polipéptido RTP puede seleccionarse del grupo que consiste
en RTP1-4. Las instrucciones pueden comprender instrucciones requeridas por la U.S. Food and Drug Agency para
kits diagndsticos in vitro. El reactivo puede ser uno o mas anticuerpos. La muestra biolégica se puede seleccionar
del grupo que consiste en una muestra de sangre, una muestra de tejido, una muestra de orina y una muestra de
liquido amnidtico. Los reactivos se pueden configurar para detectar una secuencia de acido nucleico de RTP1 y/o
RTP2. El polipéptido de RTP1 puede ser un polipéptido variante de RTP1 seleccionado del grupo que consiste en
RTP1-A1, RTP1-D1, y RTP1-D3.

La presente descripcion proporciona un procedimiento para detectar compuestos, que comprende proporcionar una
muestra que expresa un polipéptido de REEP heterdlogo y un compuesto de ensayo y exponer la muestra al
compuesto de ensayo y detectar un efecto bioldgico. El polipéptido de REEP puede seleccionarse del grupo que
consiste en REEP1-6. La muestra puede comprender una célula. La muestra puede comprender un tejido. La
muestra puede encontrarse en un sujeto. El efecto biolégico puede comprender un cambio de actividad de REEP. El
efecto bioldgico puede comprender un cambio de expresion de REEP.

La presente descripcion proporciona un procedimiento para detectar compuestos, que comprende proporcionar una
muestra que expresa un polipéptido de RTP heterélogo y un compuesto de ensayo y exponer la muestra al
compuesto de ensayo y detectar un efecto biolégico. La variante de RTP puede seleccionarse del grupo que
consiste en RTP1-4 y RTP1-A1, RTP1-D1, y RTP1-D3. La muestra puede comprender una célula. La muestra
puede comprender un tejido. La muestra puede encontrarse en un sujeto. El efecto bioldgico puede comprender un
cambio de actividad de RTP. El efecto biolégico puede comprender un cambio de expresion de RTP.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra una estrategia de deteccion selectiva para identificar moléculas que estimulan la expresion
en la superficie celular de receptores de olor. REEP1 se obtuvo de | analisis con Digital Differential Display.
RTP1 se obtuvo de bibliotecas SAGE.

La Figura 2 muestra que REEP y/o RTP estimulan la expresion en la superficie celular de receptores de olor en
células 293T. (A) ADNc que codifican diversos OR (MOR203-1, OREG, olfr62, OR-S46 y 17 de rata) se
transfectaron con o sin REEP1, RTP1 y/o RTP2. Se observé un incremento de la tincidon de los OR en la
superficie celular en células que coexpresan las proteinas auxiliares. En contraste, no se observé diferencia de
la tincion en la superficie celular en células que expresan receptores (32 adrenérgicos. Usando los protocolos de
tincion de células vivas se observan sefales fluorescentes en la superficie celular como tincion puntual
distintiva. La barra de escala equivale a 50 um. (B) Numeros normalizados de células marcadas se muestran
para cada condicion de transfeccion (N=4918-15526). Después de una tincion inmunofluorescente doble contra
receptores marcados con Rho y el receptor B2 adrenérgico marcado con HA, se realizé un analisis FACS para
cuantificar las células inmunopositivas. El nimero de células receptoras marcadas con Rho se normalizé a la de
las células positivas para el receptor 2 adrenérgico. En casi todos los casos se observaron mas células
inmunopositivas cuando se expresaron diferentes OR con REEP1, RTP1 y/o RTP2. En contraste, cuando se
uso el receptor VR4 y mT2R5 en lugar de los OR no se observé potenciacion. (C) Se muestra la fluorescencia
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media normalizada de las células marcadas. La fluorescencia media del receptor $2adrenérgico se us6 como
control. Se observé una fluorescencia mas fuerte cuando se expresaron diferentes OR con REEP1, RTP1 y/o
RTP2. En contraste, cuando se uso el receptor VR4 y mT2R5 en lugar de los OR no se observé potenciacion.
(d) Se muestra un resumen del analisis FACS.

La Figura 3 muestra que REEP y/o RTP no estimulan la expresion en la superficie celular de VR4 y mT2R5 en
células 293T. ADNc que codifica VR4 and mT2R5 se transfectaron con o sin REEP1, RTP1 y/o RTP2 Al
contrario que los OR, no se observé un incremento de la tincidon de los OR en la superficie celular en células que
expresan estas proteinas. La expresién de BFP se muestra para demostrar una eficiencia de la transfeccion
elevada ((~70 %) de las células transfectadas con VR4. Usando los protocolos de tincion de células vivas se
observan sefiales fluorescentes en la superficie celular como tincién puntual distintiva. La barra de escala
equivale a 50 um.

La Figura 4 presenta datos de histogramas fluorescentes para la expresion de REEP1, RTP1, y RTP2 con
receptor de olor (A) olfr62 y (B) mT2R5.

La Figura 5 muestra las familias de REEP y RTP . (A) Secuencia de aminoacidos deducida de REEP1. La barra
solida indica supuesta region transmembrana (TM). La primera region TM podia funcionar como péptido seial.
(B) Arbol filogenético sin raices de los miembros de la familia de REEP. Al menos 6 miembros de la familia de
REEP (REEP1-6) se han identificado en el genoma de raton. YOP1P de levadura, HVA22 de cebada y DP1
humana son homologas a las proteinas REEP. (C) Secuencia de aminoacidos deducida de RTP1 y RTP2. La
barra sélida indica un supuesto dominio transmembrana. Los aminoacidos sombreados se conservan entre
RTP1 y RTP2. Existen dos miembros mas (RTP3 y 4) en el genoma de raton.

La Figura 6 muestra la expresion de REEP1, RTP1 y RTP2 (A) Analisis de transferencia de tipo Northern. Se
uso el ARN total para andlisis de transferencia de tipo Northern. El epitelio olfativo, el rgano vomeronasal y el
cerebro mostraron bandas ~3,6kb correspondientes al ARNm de REEP1. Solo los ARN del epitelio olfativo y el
o6rgano vomeronasal mostraron bandas ~3,6kb y ~2,6kb correspondientes al ARNm de RTP1 y RTP2,
respectivamente. La tincion con bromuro de etidio para el ARNr 18S se muestra como control. (B) Analisis de
hibridacion In situ en el epitelio olfativo. Entre los miembros de REEP, solo REEP1 se expresé especificamente
en las neuronas olfativas. REEP6 se expresé en células de soporte. Entre los miembros de RTP, RTP1 y RTP2
se expresaron fuertemente en las neuronas olfativas. RTP4 también se expreso en las neuronas olfativas pero a
un nivel mucho mas bajo. OMP es un marcador de neuronas olfativas maduras. Un aumento mayor de REEP1,
RTP1, y RTP2 sugiere que todas las neuronas olfativas pueden expresar las tres moléculas. Barra de escala
200 um (70 um en las imagenes con alto aumento). (C) Analisis in situ de REEP1 en el cerebro. REEP1 fue
expresada por una subpoblacién de células cerebrales. Barra de escala 200 um.

La Figura 7 muestra la asociacion de receptores de olor con REEP1 y RTP1. (A) Analisis de transferencia de
tipo western control que indica la expresion de MOR203-1 marcado con HA, REEP1 marcado con Flag, RTP1 e
ICAP1 en células 293T. (B) Cuando se precipité Flag- RTP1 o Flag-REEP1, coprecipitaron las proteinas HA-
MOR203-1 (calles 1 y 2). No obstante, cuando se precipitdé Flag- ICAP-1 (proteina control negativo) no se
detectaron las proteinas HA-MOR203-1 (calle 3). (C) Cuando se precipitd6 HA-MOR203-1, se copurificaron Flag-
RTP1 y Flag-REEP1, cuando se coexpresaron (calles 1y 2). La proteina control negativo (Flag-ICAP-1) no se
coprecipitd (Calle 3). Los asteriscos indican las proteinas Ig no especificas. (D) Se observé poca expresion en
superficie celular cuando RTP1 se transfecto en células 293T. No obstante, cuando RTP1 y un receptor de olor
(OREG) se cotransfectaron se observo mas sefial de tincion de RTP1.

(E) Se observd una pequefia cantidad de sefial en superficie celular cuando REEP1 se transfectd en células
293T. La coexpresion de un OR (olfr62) no modificd la expresién de REEP1. La barra de escala equivale a 50
um.

La Figura 8 muestra que la expresion de REEP1, RTP1 o RTP 2 potencia la activacion del receptor de olor. (A)
Diagrama que muestra un elemento respondedor a AMPc (CRE) y luciferasa se usé para monitorizar la
activacion de los OR. La activacion de OR aumenta el AMPc, que potencia la expresion del gen indicador de
luciferasa a través de CRE. (B) Actividades normalizadas de la luciferasa + SEM (N=4). REEP1, RTP1 y RTP2,
expresados en varias combinaciones junto con OREG, potenciaron las actividades de la luciferasa en
comparacion con el OR solo. (C) Actividades relativas de la luciferasa £+ SEM (N=4). OREG o OR-S46 se usaron
para conocer si REEP1, RTP1, o RTP2 podian cambiar las especificidades de ligando de los OR. Para obtener
la activacion relativa de diferentes olores, la actividad de la luciferasa a 300uM de vanillina (OREG) o acido
decanoico (OR-S46) se consideré de 1 en cada condicion de expresion. (D) Actividades normalizadas de la
luciferasa + SEM (N=8). Respuesta potenciada en células Hana3A, una linea celular estable que expresa
REEP1, RTP1, RTP2 y Golf, cuando se expresaron tres OR diferentes. (E) Ensayos con AMPc. Produccion
potenciada de AMPc a varias concentraciones de eugenol en células Hana3A cuando se transfecté OREG. En
contraste, la produccién de AMPc no fue diferente entre las células Hana3A y las células 293T que expresan
Guoif cuando el receptor f2adrenérgico se transfectd y se usé isoproterenol.

La Figura 9 muestra analisis de RT-PCR de células Hana3A; + indica los productos de PCR usando muestras
de ADN de células Hana3A como ADN molde; - indica los controles negativos sin transcriptasa inversa; M indica
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el marcador de ADN.

La Figura 10 muestra la expresion en la superficie celular de receptores de olor en células Hana3A y 293T. Los
ADNCc que codifican tres OR (OREG, olfr62 y OR-S46) se transfectaron en células Hana3A o 293T. Se observo
un incremento de la tincién en la superficie celular en células Hana3A. La barra de escala equivale a 50 um.

La Figura 11 muestra los perfiles de reconocimiento de receptores de olor por los olores. (A) A la izquierda se
muestran los olores de ensayo. El color indica las actividades relativas de la luciferasa (N=4). Cada OR
respondio a diferentes subpoblaciones de olores. (B) y (C) Actividades normalizadas de la luciferasa (N=4). Se
usaron 139 sustancias quimicas para la deteccion selectiva de MOR203-1 y olfr62. MOR203-1 respondi6 al
acido nonanoico. OIfr62 respondié a cinco compuestos aromaticos relacionados.

La Figura 12 muestra la expresion en la superficie celular de 8 receptores de olor en células Hana3A. La barra
de escala equivale a 50 um.

La Figura 13 muestra modelos de los papeles de REEP y/o RTP en la expresion de receptores de olor.

La Figura 14 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 1) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 21) para REEP1 murino- Referencia.

La Figura 15 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 2) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 22) para REEP2 murino- Referencia.

La Figura 16 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 3) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 23) para REEP3 murino- Referencia.

La Figura 17 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 4) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 24) para REEP4 murino- Referencia.

La Figura 18 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 5) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 25) para REEP5 murino- Referencia.

La Figura 19 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 6) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 26) para REEP6 murino- Referencia.

La Figura 20 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 7) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 27) para REEP1 humano- Referencia.

La Figura 21 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 8) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 28) para REEP2 humano- Referencia.

La Figura 22 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 9) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 29) para REEP3 humano- Referencia.

La Figura 23 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 10) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 30) para REEP4 humano- Referencia.

La Figura 24 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 11) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 31) para REEP5 humano- Referencia.

La Figura 25 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 12) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 32) para REEP6 humano- Referencia.

La Figura 26 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 13) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 33) para RTP1 murino.

La Figura 27 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 14) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 34) para RTP2 murino.

La Figura 28 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 15) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 35) para RTP3 murino- Referencia.

La Figura 29 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 16) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 36) para RTP4 murino- Referencia.

La Figura 30 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 17) para RTP1-A1 humano y la
secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 37) para RTP1 humano.

La Figura 31 muestra la secuencia de &cido nucleico (ARN) de SEC ID N° 18) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 38) para RTP2 humano.
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La Figura 32 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 19) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 39) para RTP3 humano- Referencia.

La Figura 33 muestra la secuencia de acido nucleico (ARNm) de SEC ID N° 20) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 40) para RTP4 humano- Referencia.

La Figura 34 muestra los patrones de activacion de los receptores de olor humanos en respuesta a la
exposicion al agente odorifero.

La Figura 35 muestra esquematicamente los segmentos de aminoacidos de RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-
D, y RTP1-E (referencia) en comparacion con RTP1.

La Figura 36 muestra la secuencia de aminoacidos murina para RTP1-A ((SEC ID N° 41), Referencia.

La Figura 37 muestra la secuencia de aminoacidos murina para RTP1-B (SEC ID N° 42), Referencia.

La Figura 38 muestra la secuencia de aminoacidos murina para RTP1-C (SEC ID N° 43), Referencia.

La Figura 39 muestra la secuencia de aminoacidos murina para RTP1-D (SEC ID N° 44), Referencia.

),
).
).
La Figura 40 muestra la secuencia de aminoacidos murina para RTP1-E (SEC ID N° 45), Referencia.

La Figura 41 muestra la expresion en la superficie celular de OLFR62 en células Hana3A y 293T. Los ADNc que
codifican RTP1, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D y RTP1-E se transfectaron en células Hana3A o 293T. Se
observo un incremento de la tincion en la superficie celular en células Hana3A y 293T que expresan RTP1-D.

La Figura 42 muestra esquematicamente un ensayo de luciferasa usado para monitorizar la actividad de
OLFR62. El elemento respondedor a AMPc (CRE) y la luciferasa se usaron para monitorizar la activacién de
OLFR62. La activacion de OLFR62 aumenta el AMPc, que potencia la expresion del gen indicador de luciferasa
a través de CRE.

La Figura 43 muestra la actividad de OLFR62 como indica la expresiéon de la luciferasa en células Hana3A y
293T. que expresan RTP1, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D, RTP1-E y pCl como control. La Figura 44
muestra esquematicamente los segmentos de aminoacidos de RTP1-A1, RTP1-D1, RTP1-D2, y RTP1-D3 en
comparacién con RTP1-A y RTP1-D, respectivamente.

La Figura 45 muestra la secuencia de aminoacidos murina para RTP1-A1 ((SEC ID N° 46) y la secuencia de
aminoacidos humana para RTP1-A1 (SEC ID N° 47).

La Figura 46 muestra la secuencia de aminoacidos murina para RTP1-D1 (SEC ID N° 48), Referencia.
La Figura 47 muestra la secuencia de aminoacidos murina para RTP-D2 (SEC ID N° 49), Referencia.
La Figura 48 muestra la secuencia de aminoacidos murina para RTP-D3 (SEC ID N° 50).

La Figura 49 muestra la expresion en la superficie celular de OLFR62 en células 293T. Los ADNc que codifican
RTP1, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP1-D2, y RTP1-D3 y pCl como control se transfectaron en células 293T. Se
observo un incremento de la tincién en la superficie celular en células 293T que expresan RTP1-A1, RTP1-D1y
RTP1-D3.

La Figura 50 muestra la actividad de OLFR62, OREG, S6, y 23-1 como indica la expresién de la luciferasa en
células 293T que expresan RTP1, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP1-D2, y RTP1-D3, y pCl como control.

La Figura 51 muestra la actividad de OLFR62, OREG, S6, y 23-1 como indica la expresion de la luciferasa en
células Hana3A que expresan RTP1, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP1-D2, y RTP1-D3, y pCl como control.

La Figura 52 muestra la expresion en la superficie celular de OLFR62, OREG, MOR203-1, S6, y 23-1 en células
293T cotransfectadas con RTP1, RTP1-A1 o pCl control. Los ADNc que codifican RTP1, RTP1-A1 y pCl como
control se transfectaron en células.

La Figura 53 muestra esquematicamente los segmentos de aminoacidos de RTP1-A1-A (Quimera 1), RTP1-A1-
D2 (Quimera 2), RTP1-A1-D1 (Quimera 3), RTP4-A1-A (Quimera 4), RTP14-A1-D2 (Quimera 5), y RTP4-A1-D1
(Quimera 6). Referencia.

La Figura 54 muestra la expresion en la superficie celular de un OR en células que expresan RTP1, RTP4,
Quimera 1, Quimera 2, Quimera 3, Quimera 4, Quimera 5, Quimera 6, and control pCl. ADNc que codifican
RTP1, RTP4, RTP1-A1, Quimera 1, Quimera 2, Quimera 3, Quimera 4, Quimera 5, Quimera 6, y pCl control se
transfectaron en células 293T.

La Figura 55 muestra la actividad de OLFR62, OREG, S6, y 23-1 como indica la expresion de la luciferasa en
células 293T que expresan RTP1, RTP4, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP1-D2, Quimera 1, Quimera 2, Quimera 3,
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Quimera 4, Quimera 5, Quimera 6, y pCl control.

La Figura 56 muestra la deteccién de RTP1, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-A1, RTP1-D, Quimera 4,
Quimera 5, RTP1-D3, RTP1-D1, Quimera 6, y RTP4 usando anti-RTP1.

Definiciones
Para facilitar la comprensién de la invencion, a continuacion se definen una serie de términos.

Como se usa en el presente documento, el término “REEP”, cuando se usa en referencia a proteinas o acido
nucleico, se refiere a proteinas o acidos nucleicos que codifican una proteina REEP de la presente invencion El
término REEP abarca tanto las proteinas que son idénticas a REEP silvestres (p. ej.,, REEP 1, REEP2, REEP3,
REEP4, REEP5, y REEP6) como las que derivan de REEP silvestre (p. €j., variantes de polipéptidos de REEP de la
presente invencion). “’“REEP” puede ser un acido nucleico de REEP murino silvestre (ARNm) (p. ej., las SEC ID N°
1-6) o un polipéptido codificado por la secuencia de aminoacidos de REEP Murino silvestre (p. €j., las SEC ID N° 21-
26). “REEP” puede ser un acido nucleico de REEP humano silvestre (ARNm) (p. €j., las SEC ID N° 7-12) o un
polipéptido codificado por la secuencia de aminoacidos de REEP humano silvestre (p. €j., las SEC ID N° 27-32).
Ejemplos de proteinas o acidos nucleicos REEP incluyen, ente otros, REEP1, REEP2, REEP3, REEP4, REEP5 y
REEPS.

Como se usa en el presente documento, el término “RTP”, cuando se usa en referencia a proteinas o acido nucleico,
se refiere a proteinas o acidos nucleicos que codifican una proteina RTP de la presente invencién El término RTP
abarca tanto proteinas que son idénticas a los RTP silvestres (p. €j., RTP1, RTP2, RTP3, y RTP4) y las derivadas de
RTP silvestre (p. €j., variantes de polipéptidos de RTP incluyendo, entre otros, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D,
RTP1-E, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP-D2, RTP-D3, o genes quiméricos construidos con porciones de regiones de
codificacion de RTP1 (p. ej., RTP1-A1-A (Quimera 1), RTP1-A1-D2 (Quimera 2), RTP1-A1-D1 (Quimera 3), RTP4-
A1-A (Quimera 4), RTP4-A1-D2 (Quimera 5), and RTP4-A1-D1 (Quimera 6)). En algunas realizaciones, “RTP” puede
ser un acido nucleico de RTP murino silvestre (ARNm) (p. €j., las SEC ID N° 13-16) o un polipéptido codificado por la
secuencia de aminoacidos de RTP murino silvestre o variante (p. €j., las SEC ID N° 33-36, 41-50). “"RTP” puede ser
un acido nucleico de RTP humano silvestre (ARNm) (p. €j., las SEC ID N° 17-20) o un polipéptido codificado por la
secuencia de aminoacidos de RTP humano silvestre (p. €j., las SEC ID N° 37-40). Ejemplos de proteinas o acidos
nucleicos de RTP incluyen, entre otros, RTP1, RTP2, RTP3, RTP4, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D, RTP1-E,
RTP1-A1, RTP1-D1, RTP-D2, RTP-D3, RTP1-A1-A (Quimera 1), RTP1-A1-D2 (Quimera 2), RTP1-A1-D1 (Quimera
3), RTP4-A1-A (Quimera 4), RTP4-A1-D2 (Quimera 5), y RTP4-A1-D1 (Quimera 6).

Como se usa en el presente documento, “receptor de olor” se refiere a receptores de olor generados de neuronas
sensoriales olfatorias. Ejemplos de receptores de olor incluyen, entre otros S6/79, S18, S46, S50, MOR23-1,
MOR31-4, MOR31-6, MOR32-5 y MOR32-11.

Como usa en el presente documento, la expresion “localizaciéon en la superficie celular del receptor de olor’” o
términos equivalentes se refieren al transporte molecular de un receptor de olor a una membrana de superficie
celular. Ejemplos de localizacion en la superficie celular incluyen, entre otros, localizacion en los cilios en la punta de
una dendrita y localizacién en un terminal axénico.

Como usa en el presente documento, la expresion “expresién funcional del receptor de olor” o términos equivalentes
hace referencia a una capacidad del receptor de olor para interaccionar con un ligando del receptor de olor (p. €j.,
una molécula odorifera).

Como usa en el presente documento, la expresién “trastorno olfativo”, “disfuncién olfativa”, “enfermedad olfativa” o
expresion similar hace referencia a un trastorno, disfuncién o enfermedad que tiene como resultado una disminucion
de la sensacién olfatoria (p. ej., aberracién del olor). Ejemplos de trastornos olfativos, disfunciones olfativas y/o
enfermedades olfativas incluyen, entre otros, traumatismos cerebrales, infecciones de las vias respiratorias altas,
tumores de la fosa craneal anterior, sindrome de Kallmann, sindrome de Foster Kennedy, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer y corea de Huntington. La disminucién del sentido del olfato se clasifica como anosmia,
ausencia de sentido del olfato; hiposmia, disminucién del sentido del olfato; disosmia, distorsiéon del sentido del
olfato; cacosmia — sensaciéon de un olor malo o nauseabundo; y parosmia sentido del olfato en ausencia de un
estimulo adecuado.

Como se usa en el presente documento, el término “REEP1”, cuando se usa en referencia a una proteina o acido
nucleico, se refiere a una proteina o acido nucleico que codifica una proteina REEP1 de la presente invencion El
término REEP1 abarca tanto las proteinas que son idénticas a REEP1 silvestre como las que derivan de REEP1
silvestre (p. €j., variantes de REEP1 o genes quiméricos construidos con porciones de regiones de codificacion de
REEP1). “"REEP1” puede ser un acido nucleico de REEP1 murino silvestre (ARNm) (p. €j., las SEC ID N° 1) o un
polipéptido codificado por la secuencia de aminoacidos murina silvestre (SEC ID N° 21). ““REEP1” puede ser un
acido nucleico de REEP1 humano silvestre (ARNm) (SEC ID N° 7) o un polipéptido codificado por la secuencia de
aminoacidos REEP 1 humano (SEC ID N° 27). "REEP1" puede ser un &cido nucleico o aminoacido variante o
mutante.
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Como se usa en el presente documento, el término “RTP1”, cuando se usa en referencia a una proteina o acido
nucleico, se refiere a una proteina o acido nucleico de RTP1 que codifica una proteina RTP1 que es idéntica a RTP1
silvestre. “"RTP1” puede ser un acido nucleico de RTP1 murino silvestre (ARNm) (SEC ID N° 13) o una secuencia de
aminoacidos murina silvestre (SEC ID N° 33) o "RTP1" es la secuencia de aminoacidos RTP 1 humano silvestre
(SEC ID N° 37).

Como se usa en el presente documento, el término “RTP2”, cuando se usa en referencia a una proteina o acido
nucleico, se refiere a una proteina o acido nucleico de RTP2 que codifica una proteina RTP1 que es idéntica a RTP2
silvestre.

"RTP2” puede ser un acido nucleico de RTP2 murino silvestre (ARNm) (SEC ID N° 14) o la secuencia de
aminoacidos murina silvestre (SEC ID N° 34). En otras realizaciones, “RTP2” puede ser un acido nucleico de RTP2
humano silvestre (ARNm) (SEC ID N° 18) o una secuencia de aminoacidos de RTP2 humana silvestre (SEC ID N°
38).

Como se usa el presente documento, los términos “sujeto” y “paciente” hacen referencia a cualquier animal, tal como
un mamifero como un perro, gato, ave, ganado y, preferentemente, un ser humano. Ejemplos especificos de
“sujetos” y “pacientes” incluyen, entre otros, individuos con un trastorno olfativo, e individuos con caracteristicas o
sintomas relacionados con un trastorno olfativo.

Como se usa en el presente documento, la expresd “sintomas de un trastorno olfativo” y “caracteristicas de un
trastorno olfativo” incluyen, entre otros, una disminucién del sentido del olfato (p. €j., aberracion del olor).

La expresién “en condiciones tales que los sintomas se reducen” hace referencia a cualquier grado de reduccion
cualitativa o cuantitativa en sintomas detectables de trastornos olfativos, incluyendo, entre otros, un impacto
detectable sobre la tasa de recuperacion de la enfermedad o la reducciéon de al menos un sintoma de un trastorno
olfativo.

El término “ARNSsi” se refiere ARN de interferencia cortos. Los procedimientos de uso de los ARNsi se describen en
la solicitud de patentes de EE.UU. N° N°: 20030148519/A1 En algunas realizaciones, los ARNsi comprenden una
regién duplex, o bicatenaria, de aproximadamente 18-25 nucledtidos de longitud; a menudo los ARNsi contienen de
aproximadamente dos a cuatro nucledtidos sin aparear en el extremo 3’ de cada hebra. Al menos una hebra de la
regién duplex o bicatenaria de un ARNSsi es sustancialmente homdloga a o sustancialmente complementaria a una
molécula de ARN diana. La hebra complementaria a una molécula de ARN diana es la “hebra antisentido”. La hebra
homodloga a la molécula de ARN diana es la “hebra sentido” y también es complementaria a la hebra antisentido del
ARNSsi. Los ARNsi pueden también contener secuencias adicionales; ejemplos no limitantes de dichas secuencias
incluyen secuencias de unién, o bucles, asi como una estructura troncal y otras plegadas. Los ARNsi parecen
funcional como intermediarios clave en el desencadenamiento del ARN de interferencia en invertebrados y en
vertebrados y en el desencadenamiento de la degradacion de ARN especifica de secuencia durante la silenciacion
génica postranscripcional en plantas.

La expresion “ARN de interferencia” o “ARNi” se refiere a la silenciacion o disminucion de la expresion génica por
parte de ARNsi. Es el proceso de silenciacion génica especifica de secuencia postranscripcional en animales y
plantas, iniciado por ARNsi homélogo en su region duplex a la secuencia del gen silenciado. El gen puede ser
enddgeno o exdégeno al organismo, estar presente integrado en un cromosoma o presente en un vector de
transcripcion que no esta integrado en el genoma. La expresion del gen se inhibe completa o parcialmente. El ARNi
también se puede considerar que inhibe la funcién de un ARN diana; la funcién del ARN diana puede ser completa o
parcial.

Como se usa en el presente documento, los términos “instrucciones” para usar dicho kit para dicha deteccion de la
presencia o ausencia de un &cido nucleico o polipéptido variante de REEP1 en dicha muestra bioldgica,
“instrucciones para usar dicho kit para dicha deteccion de la presencia o ausencia de un acido nucleico o polipéptido
variante de RTP1 en dicha muestra bioldgica”, “instrucciones para usar dicho kit para dicha deteccion de la
presencia o ausencia de un acido nucleico o polipéptido variante de RTP2 en dicha muestra bioldgica” incluyen
instrucciones para usar los reactivos contenidos en el kit para la deteccion de acidos nucleicos o polipéptidos de
REEP y/o RTP variantes y silvestres.

El término “gen” se refiere a una secuencia de acido nucleico (p. ej., ADN), que comprende secuencias de
codificacién necesarias para la produccion de un polipéptido, ARN (p. €j., entre otros, ARNm, ARNt y ARNr) p
precursor (p. ej., REEP1, RTP1 o RTP2). El polipéptido, ARN o precursor puede estar codificado por una secuencia
de codificacion de longitud completa o por cualquier parte de la secuencia de codificacion siempre se conserven la
actividad deseada o las propiedades funcionales (p. e€j., actividad enzimatica, unién del ligando, transduccién de la
sefial, etc.) de | longitud completa o del fragmento. El término también abarca la regién de codificacién de un gen
estructural y las secuencias que incluye localizadas adyacentes a la region de codificacion en los extremos tanto 5’
como 3’ para una distancia de aproximadamente 1 kb en cualquier extremo de modo que el gen corresponda a la
longitud del ARNm de longitud completa. Las secuencias localizadas en 5’ de la region de codificacion y que estan
presentes en el ARNm se denominan secuencias 5 no traducidas. Las secuencias localizadas en 3’ o cadena abajo
de la regién de codificacién y que estan presentes en el ARNm se denominan secuencias 3’ no traducidas. El
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término “gen" abarca tanto ADNc como las formas gendmicas de un gen. Una forma gendmica o clon de un gen
contiene la regiéon de codificacion interrumpida con secuencias no codificantes denominadas “intrones” o “regiones
intermedias” o “secuencias intermedias”. Los intrones son segmentos de un gen que se transcribe a ARN nuclear
(ARNhnN); los intrones pueden contener elementos reguladores, como los potenciadores. Los intrones se eliminan o
“cortan” del transcrito nuclear o primario; por tanto, los intrones no estéan en el transcrito de ARN mensajero (ARNm).
El ARNm funciona durante la traduccion para especificar la secuencia u ordenar los aminoacidos en un polipéptido
naciente.

En concreto, la expresion “gen de REEP1”, “gen RTP", “gen de RTP1", "gen de RTP2," o "genes de RTP2" se refiere
a la longitud completa respecto a las secuencia nucleotidica de REEP y/o RTP (p. ej., contenida en las SEC ID N° 1,
2y 3). No obstante, también se pretende que el término abarque fragmentos de las secuencias de REEP y/o RTP (p.
ej., RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D, and RTP1-E, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP-D2, RTP-D3), genes quiméricos
construidos con porciones de las regiones de codificacion de RTP1 (p. €j., (RTP1-A1-A (Quimera 1), RTP1-A1-D2
(Quimera 2), RTP1-A1-D1 (Quimera 3), RTP4-A1-A (Quimera 4), RTP4-A1-D2 (Quimera 5), y RTP4-A1-D1 (Quimera
6)), mutantes de las secuencias de REEP y/o RTP, asi como otros dominios dentro de las secuencias de nucledtidos
de REEP y/o RTP de longitud completa. Ademas, las expresiones “secuencia de nucleétidos de REEP1”, “secuencia
de polinucledtidos de REEP1”, “secuencia de nucledtidos de RTP1”, “secuencia de polinucleétidos de RTP1”,
“secuencia de nucledtidos de RTP2”, “secuencia de polinucledtidos de RTP2”, abarca secuencias de ADN,
secuencias de ADNc , secuencias de ARN (p. ej., ARNm) y secuencias reguladoras asociadas.

Cuando en el presente documento se cita “secuencia de aminoacidos” para hacer referencia a una secuencia de
aminoacidos de una molécula proteica natural, con “secuencia de aminoéacidos” y términos similares, tales como
“polipéptido” o “proteina” no se pretende limitar la secuencia de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos nativa
completa asociada con la molécula proteica citada.

Ademas de contener intrones, las formas gendmicas de un gen también pueden incluir secuencias localizadas en
ambos extremos, 5’ y 3’, de las secuencias presentes en el transcrito de ARN. Estas secuencias se denominan
secuencias o regiones “flanqueantes” (estas secuencias flanqueantes se localizan en 5’ o 3’ de las secuencias no
traducidas presentes en el transcrito de ARN,). La regién flanqueante en 5’ puede contener secuencias reguladoras,
tales como promotores y potenciadores, que controlen o influyan sobre la transcripcion del gen. La region
flanqueante en 3’ puede contener secuencias que dirijan la terminacién de la transcripcidon, la escision
postranscripcional y la poliadenilacion.

La expresion “de tipo silvestre” se refiere a un gen o producto génico que tiene las caracteristicas de ese gen o
producto génico cuando se aisla de una fuente de origen natural. Un gen de tipo silvestre es el que se observa mas
frecuentemente en una poblacién y, por lo tanto, se denomina arbitrariamente la forma “normal” o “de tipo silvestre”
del gen. Por el contrario, los términos “modificado”, “mutante”, “polimorfismo” y “variante” se refiere a un gen o
producto génico que muestra modificaciones en secuencia y/o propiedades funcionales (es decir, caracteristicas
alteradas) cuando se compara con el gen o producto génico silvestre. Cabe destacar que se pueden aislar
mutantes de origen natural; los mismos se identifican por el hecho de que tienen caracteristicas alteradas

cuando se compararon con el gen o producto génico de tipo silvestre.

» o«

Como se usa en el presente documento, las expresiones “molécula de acido nucleico codificante”, “secuencia de
ADN codificante” y “ADN codificante” se refieren a el orden o secuencia de desoxirribonucledtidos a lo largo de una
hebra de acido desoxirribonucleico. El orden de estos desoxirribonucledtidos determina el orden de los aminoacidos
a lo largo de la cadena polipeptidica (proteina). Por tanto, la secuencia de ADN codifica la secuencia de
aminoacidos.

Se dice que las moléculas de ADN tienen extremos “5” y extremos “3"” porque los mononucleétidos reaccionan para
fabricar oligonucleoétidos o polinucleétidos de un modo tal que el 5’fosfato de un anillo mononucleétidos fosfato esta
unido al oxigeno en 3’ de su vecino en una direccion mediante un enlace fosfodiéster. Por tanto, un extremo de un
oligonucledtido o polinucleodtido, al que se hace referencia como “extremo 5" si su fosfato en 5’ no esta unido al
oxigeno en 3’ de un anillo pentosa de mononucledtido y como “extremo 3™ si su oxigeno en 3’ no estéd unido a un
fosfato en 5’ de un anillo pentosa de mononucleétido posterior. Como se usa en el presente documento, también se
puede decir que una secuencia de acido nucleico, incluso si es interna a un oligonucleétido mas grande, también
tiene extremos 5 y 3'. En una molécula de ADN lineal o circular, se hace referencia a los elementos pequefios
estando “cadena arriba” o en 5’ de los elementos “cadena abajo” o en 3'. Esta terminologia refleja el hecho de que la
transcripcion progresa en direccion 5" a 3’ a lo largo de la hebra de ADN. El promotor y los elementos potenciadores
que dirigen la transcripcion de un gen ligado se localizan, en general, en 5 o cadena arriba de la region de
codificacion. No obstante, los elementos potenciadores pueden ejercer su efecto incluso cuando se localizan en 4’
del elemento promotor y la regiéon de codificacion. Las sefiales de terminacidon de la transcripcion y de
poliadenilacion se localizan en 3’ o cadena debajo de la regién de codificacion.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “oligonucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos
que codifica un gen” y “polinucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos que codifica un gen” significan una
secuencia de acido nucleico que comprende la regién de codificacidon de un gen o, en otras palabras, la secuencia
de acido nucleico que codifica un producto génico. La region de codificacion puede estar presente en una forma de
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ADNc, ADN gendmico o ARN. Cuando esta presente en forma de ADN, el oligonucledtido o polinucledtido puede ser
monocatenario (es decir, la hebra sentido) o bicatenario. Elementos de control adecuados, tales como
potenciadores/promotores, uniones de corte y empalme, sefales de poliadenilacion etc., pueden colocarse cerca de
la regién de codificacion del gen si es necesario para permitir el inicio adecuado de la transcripcion y/o el correcto
procesamiento del transcrito de ARN primario. Como alternativa, la regiéon de codificacién usada en los vectores de
expresion de la presente invencién puede contener potenciadores/promotores enddgenos, uniones de corte y
empalme, secuencias intermedias, sefiales de poliadenilacion etc., 0 una combinacion de elementos de control tanto
enddgenos como exogenos.

Como se usa en el presente documento, la expresion “elemento regulador” se refiere a un elemento genético que
controla algun aspecto de la expresiéon de secuencias de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor es un elemento
regulador que facilita la iniciacién de la transcripcion de una region de codificacion unida operablemente. Otros
elementos reguladores incluyen sefales de corte y empalme, sefiales de poliadenilacién, sefales de terminacion etc.

Como se usa en el presente documento, los términos “complementario” o “complementariedad” se usan en
referencia a polinucleétidos (es decir, una secuencia de nucleétidos) de acuerdo con las reglas de apareamiento de
bases. Por ejemplo, para la secuencia 5'-A-G-T-3" es complementaria a la secuencia "3'-T-C-A-5." La
complementariedad puede ser “parcial”, en la que sdélo algunas de las bases nucleotidicas estan apareadas de
acuerdo con las reglas de apareamiento de bases. O puede haber complementariedad “completa” o “total” entre los
acidos nucleicos. El grado de complementariedad entre las hebras de acido nucleico tiene efectos significativos
sobre la eficiencia y la fuerza de la hibridacién entre hebras de acido nucleico. Esto es de particular importancia en
las reacciones de amplificaciéon, asi como en los procedimientos de deteccién que dependen de la unién entre
acidos nucleicos. La complementariedad puede incluir la formaciéon de pares de bases entre cualquier tipo de
nucleétidos, incluyendo bases no naturales, bases modificadas, bases sintéticas y similares.

El término “homologia” se refiere a un grado de complementariedad. Puede haber homologia parcial u homologia
completa (es decir, identidad). Una secuencia parcialmente complementaria es una que inhibe al menos
parcialmente la hibridacion de una secuencia completamente complementaria con un acido nucleico diana y se
denomina usando la expresion funcional “sustancialmente homologo”. La expresion “inhibicion de la unién”, cuando
se usa en referencia a la unioén del acido nucleico, se refiere a la inhibicion de la unién debido a la competicion de las
secuencias homodlogas por la unidon a una secuencia diana. La inhibicion de la hibridacion de la secuencia
completamente complementaria con la secuencia diana se puede analizar usando un ensayo de hibridacion (de
transferencia Southern o Northern, hibridacién en solucidon y similares) en condiciones de rigurosidad baja. Una
secuencia o sonda sustancialmente homologa competira e inhibira la unidon (es decir, la hibridacion) de una
completamente homéloga a una diana en condiciones de rigurosidad baja. Cabe mencionar que las condiciones de
rigurosidad baja son tales que se permita la unién inespecifica; las condiciones de rigurosidad baja requieren que la
unién de dos secuencias entre si sea una interaccion especifica (es decir, selectiva). La ausencia de unién
inespecifica puede analizarse mediante el uso de una segunda diana que carece de incluso un grado parcial de
complementariedad (es decir, una identidad inferior a aproximadamente el 30 %); en ausencia de union inespecifica,
la sonda no hibridara con la segunda diana no complementaria.

En la técnica se sabe que se pueden emplear numerosas condiciones equivalentes para comprender condiciones de
rigurosidad baja; se consideran factores tales como la longitud y la naturaleza (ADN, ARN, composicion en bases)
de la sonda y la naturaleza de la diana (ADN, ARN, composicion en bases, presente en soluciéon o inmovilizados
etc.) y la concentracién de las sales y otros componentes (p. €j., la presencia o ausencia de formamida, sulfato de
dextrano, polietilenglicol) y la soluciéon de hibridacion se puede variar para generar condiciones de hibridacion de
rigurosidad baja diferentes, pero equivalentes, de las condiciones enumeradas anteriormente. Ademas, en la técnica
se conocen condiciones que estimulan la hibridacion en condiciones de rigurosidad alta (p. ej., incrementar la
temperaturas de la hibridacion y/o etapas de lavado, el uso de formamida en la solucién de hibridacion etc.).

Cuando se usa en referencia a una secuencia de acido nucleico bicatenario, tal como un ADNc o clon gendmico, la
expresion “sustancialmente homadlogo” se refiere a cualquier sonda que pueda hibridar con una o ambas hebras de
la secuencia de &cido nucleico bicatenario en condiciones de baja rigurosidad, como se ha descrito anteriormente.

Un gen puede producir multiples especies de ARN que se generan mediante corte y empalme diferencial del
transcrito de ARN primario. Los ADNc que son variantes de corte y empalme del mismo gen contendran regiones de
identidad de secuencia u homologia completa (que representan la presencia del mismo exén o porciéon del mismo
exon sobre ambos ADNCc) y regiones de no identidad completa (por ejemplo, que representan la presencia del exon
“A” sobre el ADNc 1 en el que el ADNc2 contiene el exdén “B” en su lugar). Dado que los dos ADNc contienen
regiones de identidad de secuencia, ambos hibridaran con una sonda que proceda de todo el gen o de porciones del
gen que contienen secuencias encontradas en ambos ADNc; las dos variantes de corte y empalme son, por tanto,
sustancialmente homdlogas a dicha sonda y entre si.

Cuando se usa en referencia a una secuencia de acido nucleico monocatenario, la expresion “sustancialmente
homdlogo” se refiere a cualquier sonda que pueda hibridar ( es decir, es la complementaria de) con la secuencia de
acido nucleico bicatenario en condiciones de baja rigurosidad, como se ha descrito anteriormente.

Como se usa en el presente documento, la expresién “compite por la uniéon” se usa en referencia a un primer
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polipéptido con una actividad que se une al mismos sustrato que un segundo polipéptido con una actividad, en la
que el segundo polipéptido es una variante del primer polipéptido o un polipéptido diferente o relacionado. La
eficiencia (p. ej., cinética o termodinamica) de la unién por el primer polipéptido puede ser igual o mayor o menor
que la eficiencia de la unién del sustrato por el segundo polipéptido. Por ejemplo, la constante de unién en el
equilibrio (Kp) para la unién al sustrato puede ser diferente para los dos polipéptidos. El término “Km” como se usa
en este documento se refiere a la constante de Michaelis-Menten para una enzima se define como la concentracion
del sustrato especifico a la que una enzima dada produce la mitad de su velocidad maxima en una reaccion
catalizada por enzima.

Como se usa en el presente documento, el término “hibridacion” se usa con referencia al emparejamiento de acidos
nucleicos complementarios. La hibridacién y la fuerza de la hibridacion (es decir, la fuerza de la asociacion entre los
acidos nucleicos) estan influidas por factores tales como el grado de complementariedad entre los acidos nucleicos),
la rigurosidad de las condiciones implicadas y la Tm del hibrido formado y la proporcién G:C dentro de los acidos
nucleicos.

Como se usa en el presente documento, el término “Tm” se usa con referencia a la “temperatura de fusiéon”. La
temperatura de fusién es la temperatura a la que la poblacién de moléculas de acido nucleico bicatenario se disocia
a la mitad en hélices Unicas. La ecuacién para calcular la Tm de acidos nucleicos. Como se indica por referencias
convencionales, una estimacién simple del valor Tm se puede calcular con la ecuacion: T, = 81,5 + 0,41 (% G + C),
cuando un acido nucleico esta en solucién acuosa a NaCl 1 M (véase, por ejemplo, Anderson y Young, Quantitative
Filter Hybridization, in Nucleic Acid Hybridization (1985). Otras referencias incluyen calculos mas sofisticados que
tienen en cuenta caracteristicas estructurales, asi como caracteristicas de secuencia para el calculo de Tn.

Como se usa en el presente documento, el término “rigurosidad” se usa con referencia a las condiciones de
temperatura, fuerza idnica y presencia de otros compuestos, tales como disolventes organicos, en las que se
realizan las hibridaciones de acidos nucleicos. Los expertos en la técnica reconoceran que condiciones de
“rigurosidad” se pueden alterar variando los parametros que se acaban de describir individualmente o en conjunto.
En condiciones de “alta rigurosidad”, el emparejamiento de bases de acidos nucleicos tendra lugar solamente entre
fragmentos de acido nucleico que tienen una alta frecuencia de secuencias de bases complementarias (p. €j.,
hibridacion en condiciones de “alta rigurosidad” se puede producir entre homdlogos con una identidad de
aproximadamente el 85 — 100 %, preferentemente una identidad de aproximadamente el 70 — 100 %). En
condiciones de “rigurosidad media”, el emparejamiento de bases de acidos nucleicos tendra lugar entre acidos
nucleicos con una frecuencia intermedia de las secuencias de bases complementarias (p. €j., la hibridacion en
condiciones de “rigurosidad media” se puede producir entre homdlogos con una identidad de aproximadamente el 50
— 70 %). Por tanto, a menudo se requieren condiciones de rigurosidad “débil” o “baja” con acidos nucleicos que
derivan de organismos que son genéticamente diversos, ya que la frecuencia de las secuencias de
complementariedad suele ser menor.

"Condiciones de rigurosidad alta”, cuando se usan en referencia a la hibridacion de acidos nucleicos, comprenden
condiciones equivalentes a la union o hibridacion a 42 °C en una solucidon que consiste en 5X SSPE (43,8 g/l NaCl,
6,9 g/l NaH,PO4 H,O y 1,85 g/l EDTA, pH ajustado a 7,4 con NaOH), 0,5 % de SDS, 5X reactivo de Denhardt y 100
ug/ml de ADN desnaturalizado de esperma de salmoén seguido de lavado en una solucién que comprende 0,1X
SSPE, 1,0 % SDS a 42 °C cuando se emplea una sonda de aproximadamente 500 nucleétidos de longitud.

"Condiciones de rigurosidad media”, cuando se usan en referencia a la hibridacion de acidos nucleicos, comprenden
condiciones equivalentes a la unién o hibridacion a 42 °C en una solucion que consiste en 5X SSPE (43,8 g/l NaCl,
6,9 g/l NaH,PO4 H2O vy 1,85 g/l EDTA, pH ajustado a 7,4 con NaOH), 0,5 % de SDS, 5X reactivo de Denhardt y 100
ug/ml de ADN desnaturalizado de esperma de salmon seguido de lavado en una solucion que comprende 1,1X
SSPE, 1,0 % SDS a 42 °C cuando se emplea una sonda de aproximadamente 500 nucleétidos de longitud.

“Condiciones de rigurosidad baja” comprenden condiciones equivalentes a la unién o hibridaciéon a 42 °C en una
solucién que consiste en 5X SSPE (43,8 g/l NaCl, 6,9 g/l NaH,PO4 H>O y 1,85 g/l EDTA, pH ajustado a 7,4 con
NaOH), 0,1 % SDS, 5X reactivo de Denhardt (50X reactivo de Denhardt contiene por 500 ml: 5 g de Ficoll (Tipo400,
Pharmacia), 5 g de BSA (Fraccion V; Sigma) y 100 ug/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado, seguido
de lavado en una solucién que comprende 5X SSPE, 0,1 % SDS a 42 °C cuando se emplea una sonda de
aproximadamente 500 nucleotidos de longitud.

La presente descripcion no se limita a la hibridacion de sondas de aproximadamente 500 nucleétidos de longitud. La
presente descripcion contempla el uso de sondas de entre aproximadamente 10 nucledtidos hasta varios miles (p,
ej., al menos 5.000) nucledtidos de longitud. Un experto en la técnica entiende que las condiciones de rigurosidad
se pueden alterar para las sondas de otros tamafos (véase, por ejemplo, Anderson and Young, Quantitative Filter
Hybridization, en Nucleic Acid Hybridization [1985] y Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Press, NY [1989]).

Los siguientes términos se usan para describir las relaciones de secuencia entre dos o mas polinucleétidos.
“secuencia de referencia”, “identidad de secuencia”, “porcentaje de identidad de secuencia” e “identidad sustancial’.

Una “secuencia de referencia” es una secuencia definida usada como base para una comparacién de secuencias;
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una secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mas grande, por ejemplo como segmento
de una secuencia de ADNc de longitud completa dada en un listado de secuencias o puede comprender una
secuencia génica completa. En general, una secuencia de referencia tiene una longitud de al menos 20 nucledtidos,
con frecuencia una longitud de al menos 25 nucleétidos, y a menudo una longitud de al menos 50 nucleétidos. Dado
que dos polinucledétidos pueden cada uno (1) comprender una secuencia (es decir, una porcion de la secuencia de
polinucleétidos completa) que es similar entre los dos polinucledtidos y (2) puede ademas comprender una
secuencia que es divergente entre los dos polinucledtidos, las comparaciones de secuencia entre dos (0 mas)
polinucleétidos normalmente se realizan comparando secuencias de los dos polinucleétidos sobre una “ventana de
comparacioén” para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una “ventana de comparacion”,
como se usa en el presente documento, se refiere a un segmento conceptual de al menos 20 posiciones de
nucleotidos contiguos en el que una secuencia de polinucléotidos se puede comparar con una secuencia de
referencia de al menos 20 nucleétidos contiguos y en el que la porcidon de la secuencia de polinucledtidos en la
ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) del 20 por ciento 0 menos en
comparacion como la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para una alineacion
optima de las dos secuencias. La alineacion 6ptima se secuencias para alinear una ventana de comparacion se
puede realizar mediante el logaritmo de homologia local de Smith y Waterman [Smith and Waterman, Adv. Appl.
Math. 2: 482 (1981)] mediante el algoritmo de alineacién de la homologia de Needleman y Wunsch [Needleman y
Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970)], mediante la busqueda del procedimiento de similitud de Pearson y Lipman
[Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85:2444 (1988)], mediante implementaciones computerizadas de
estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de software Wisconsin Genetics Software
Package, version 7,0, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante inspeccién y se
selecciona la mejor alineacion (es decir, la que tiene como resultado el mayor porcentaje de homologia sobre la
ventana de comparacion) generada mediante los diversos procedimientos. La expresion “identidad de secuencia”
significa que dos secuencias de polinucledtidos son idénticas (es decir, nucleétido por nucleétido) sobre la ventana
de comparacion. La expresion “porcentaje de identidad de secuencia” se calcula comparando dos secuencias
alineadas 6ptimamente sobre la ventana de comparacion, determinando el nUmero de posiciones en las que la base
de acido nucleico idéntica (p. ej., A, T, C, G, U o |) se produce en ambas secuencias, para dar el nimero de
posiciones coincidentes, dividiendo el niumero de las posiciones coincidentes por el numero total de posiciones en la
ventana de comparacion (es decir, el tamafio de la ventana) y multiplicando el resultado por 100 para proporcionar el
porcentaje de identidad de secuencia. Las expresiones “identidad sustancial” como se usa en el presente documento
indica una caracteristica de una secuencia de polinucledtidos, en la que el polinucleétido comprende una secuencia
que tiene una identidad de secuencia de al menos un 99 por ciento en comparaciéon con una secuencia de referencia
sobre una ventana de comparacién de al menos 20 posiciones de nucleétidos, con frecuencia sobre una ventana de
al menos 25-50 nucledtidos, en la que el porcentaje de identidad de secuencia se calcula comparando la secuencia
de referencia con la secuencia del polinucleétido que puede incluir deleciones o adiciones que totalizan un 20 por
ciento o menos de la secuencia de referencia sobre la ventana de comparacion. La secuencia de referencia puede
ser un subconjunto de una secuencia mas grande, por ejemplo como un segmento de las secuencias de longitud
completa de las composiciones descritas en el presente documento (p. ej., REEP1, RTP1 o RTP2)

Como se aplica a polipéptidos, la expresion “identidad sustancial” significa que dos secuencias peptidicas, cuando
estan alineadas éptimamente, tal como mediante los programas GAP o BESTFIT usando pesos de huecos por
defecto, comparten una identidad de secuencia de al menos el 80 %, preferentemente una identidad de secuencia
de al menos el 90 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de al menos el 95 % o mas (p. €j., una
identidad de secuencia del 99 por ciento). Preferentemente, las posiciones de los residuos que no son idénticas
difieren en sustituciones conservadoras de aminoacidos. Las sustituciones conservadoras de aminoacidos hacen
referencia a la capacidad de intercambio de residuos que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo
de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo de
aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas-hidroxilo es serina y treonina; un grupo de aminoéacidos que
tienen cadenas laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un grupo de aminoacidos que tienen
cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas
laterales basicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que
contienen azufre es cisteina y metionina. Grupos preferidos para la sustitucion conservadora de aminoacidos son:
valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina y asparagina-glutamina.

El término “fragmento”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido que tiene una delecion
en el amino terminal y/o el carboxi terminal en comparacion con la proteina nativa, pero en el que la secuencia de
aminoacidos restante es idéntica a las correspondientes posiciones en la secuencia de aminoacidos deducida de
una secuencia de ADNc de longitud completa. Normalmente, los fragmentos tienen una longitud de al menos 4
aminoacidos, preferentemente una longitud de al menos 20 aminoacidos, normalmente una longitud de al menos 50
aminoacidos o mayor, y abarcan la porcién del polipéptido requerida para la unién intermolecular de las
composiciones (reivindicadas en la presente invencién) con sus diversos ligandos y/o sustratos.

La expresion “locus polimoérfico” es un locus presente en una poblacién que muestra variacién entre miembros de la
poblacion (p. €j., el alelo mas comun tiene una frecuencia inferior a 0,95). Por el contrario, un “locus monomorfico” es
un locus genético con pocas o sin variaciones observadas entre miembros de la poblacién (generalmente se asume
que es un locus en el que el alelo mas comun supera una frecuencia de 0,95 en el grupo de genes de la poblacion).
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Como se usa en el presente documento, la expresion “informacion de variaciéon genética” o “informacion de variante
genética” hace referencia a la presencia o ausencia de una o mas secuencias de acido nucleico variantes (p. €j.,
polimorfismo o mutaciones) en un alelo dado de un gen concreto (p. €j., un gen de REEP y/o RTP).

Como se usa en el presente documento, la expresion “ensayo de deteccion” hace referencia a un ensayo para
detectar la presencia o ausencia de secuencias de acido nucleico variantes (p. €j., polimorfismos o mutaciones) en
un alelo dado de un gen concreto (p. €j., un gen de REEP y/o RTP).

La expresion “natural”, como se usa en el presente documento aplicada a un objeto, se refiere al hecho de que un
objeto se puede encontrar en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia polipeptidica o polinucleotidica que esta
presente en un organismo (incluidos virus) que se pueden aislar de una fuente de la naturaleza y que no se ha
modificado intencionadamente por el hombre en el laboratorio es natural.

“Amplificacion” es un caso especial de replicacion de acido nucleico que implica especificidad de molde. Se tiene
que contrastar con replicacion inespecifica del molde (es decir, replicacion dependiente de molde pero no
dependiente de un molde especifico). En el presente documento, especificidad de molde se distingue de fidelidad de
la replicacion (es decir, sintesis de la secuencia de polinucleétidos adecuada) y especificidad de nucledétidos (ribo o
desoxirribo). La especificidad de molde con frecuencia se describe en términos de especificidad de “diana”. Las
secuencias diana son “dianas” en el sentido de que se buscar separarlas de otros acidos nucleicos. Las técnicas de
amplificacién se han disefiado principalmente para esta ordenacion.

Como se usa en el presente documento, el término “cebador” se refiere a un oligonucleétido, natural como en un
digesto de restriccion purificado o producido sintéticamente, que es capaz de actuar como punto de inicio de la
sintesis cuando se introduce en las condiciones en las que la sintesis de un producto de extension del cebador, que
es complementario a una hebra de acido nucleico, se induce, es decir, en presencia de nucledtidos y un agente
inductor tal como una ADN polimerasa y a una temperatura y pH adecuados. Preferentemente, el dejador es
monocatenario para una maxima eficiencia en la amplificacién, pero, como alternativa, puede ser bicatenario. Si es
bicatenario, el cebador se trata primero para separar las hebras antes de usar para preparar productos de extension.
Preferentemente, el cebador es un oligodesoxirubonucleétido. El dejador debe ser lo bastante largo como para cebar
la sintesis de los productos de extension en presencia del agente inductor. Las longitudes exactas de los cebadores
dependeran de muchos factores, incluidos la temperatura, la fuente del cebador y el uso del procedimiento.

Como se usa en el presente documento, el término “sonda” se refiere a un oligonucledtido (es decir, una secuencia
de nucledtidos), ya sean naturales como en un digesto de restriccion purificado, o producidos de forma sintética, de
forma recombinante o mediante amplificaciéon por OCR, que es capaz de hibridar con otro oligonucledétido de interés.
Una sonda puede ser bicatenaria o monocatenaria. Las sondas son utiles en la deteccién, identificacion y
aislamiento de secuencias génicas concretas. Se contempla que cualquier sonda usada en la presente descripcion
esté marcada con cualquier “molécula indicadora”, de modo que sea detectable en cualquier sistema de deteccion,
incluidos, entre otros, enzimas (p. ej., ELISA, asi como ensayos histoquimicos basados en enzimas), sistemas
fluorescentes, radioactivos y luminiscentes. No se pretende que la presente descripcion esté limitada a ningun
sistema de deteccion o marcador concreto.

Como se usa en el presente documento, el término “diana” se refiere a una secuencia o estructura de acido nucleico
que se va a detectar o caracterizar. Por tanto, se busca separar la “diana” de otras secuencias de acido nucleico. Un
“segmento” se define como una region de acido nucleico dentro de la secuencia diana.

Como se usa en el presente documento, la expresion “reactivos de amplificacion” se refiere a los reactivos
(desoxirribonucledtidos trifosfato, tampén, etc.) necesarios para la amplificacion excepto los cebadores, molde de
acido nucleico y la enzima de amplificacion. Normalmente, los reactivos de amplificacion junto con otros
componentes de reaccién se colocan y contienen en un vaso de reaccion (tubo de ensayo, micropocillo etc.).

Como se usa en el presente documento, las expresiones “endonucleasas de restriccion” y “enzimas de restricciéon”
se refieren a enzimas bacterianas, cada una de las cuales corta el ADN bicatenario en o cerca de una secuencia de
nucleotidos especifica.

Como se usa en el presente documento, la expresion “molécula de ADN recombinante” como se usa en el presente
documento se refiere a una molécula de ADN que esta comprendida por segmentos de ADN unidos entre si
mediante técnicas de biologia molecular.

Como se usa en el presente documento, el término “hibridacidon” se usa con referencia a secuencias de ARN que
son complementarias a una secuencia de ARN especifica (p. €j., ARNm). Incluidas en esta definicion son moléculas
de ARN antisentido ("ARNas") implicadas en la regulacién génica por las bacterias. El ARN antisentido se puede
producir por cualquier procedimiento, incluida la sintesis mediante corte y empalme del o los genes de interés en
una orientacién inversa a un promotor viral que permite la sintesis de una hebra de codificacion. Una vez introducida
en un embrién, esta hebra transcrita se combina con el ARNm natural producido por el embrién para formar duplex.
Estos duplex bloquean después la transcripcion posterior del ARNm o su traducciéon. De este modo se pueden
generar fenotipos mutantes. La expresion “hebra antisentido” se usa en referencia a una hebra de acido nucleico
que es complementaria a la hebra “sentido”. La designacion (-) (es decir, “negativa”) en ocasiones se usa en
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referencia a la hebra antisentido, usandose a veces la designacion (+) en referencia a la hebra sentido (es decir,
“positiva”).

El término “aislado”, cuando se usa en relacién con un acido nucleico, como en “un oligonucleétido aislado” o
“polinucledtido aislado” se refiere a una secuencia de acido nucleico que se identifica y separa de al menos un acido
nucleico contaminante con el que normalmente se asocia en su forma natural. El acido nucleico aislado esta
presente en una forma o contexto que es diferente del que se encuentra en la naturaleza. Por el contrario, los acidos
nucleicos no aislados son acidos nucleicos, tales como ADN y ARN, presentes en el estado en el que existen en la
naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de ADN diana (p. €j., un gen) se encuentra en los cromosomas de células
huésped en proximidad a los genes vecinos; las secuencias de ARN, tales como una secuencia de ARN, especifica
que codifica una proteina especifica, se encuentran en la célula como una mezcla con otros numerosos ARN, que
codifican una multitud de proteinas. No obtente, el acido nucleico aislado que codifica REEP y/o RTP incluye, a
modo de ejemplo, dicho acido nucleico en células que habitualmente expresan REEP y/o RTP cuando el acido
nucleico esta en una localizacion cromosémica diferente de la de las células naturales o, por otro lado, esta
flanqueado por una secuencia de acido nucleico diferente de la encontrada en la naturaleza. El acido nucleico,
oligonucledtido o polinucledtido aislado puede estar presente en forma monocatenaria o bicatenaria. Cuando un
acido nucleico oligonucleétido o polinucleétido aislado se va a usar para expresar una proteina, el oligonucleétido o
polinucleétido contendra como minimo la hebra sentido o de codificacion (es decir, el oligonucledtido o polinucleétido
puede ser monocatenario), pero puede contener las hebras sentido y antisentido (Es decir, el oligonucledtido o
polinucleétido puede ser bicatentario).

Como se usa en el presente documento, una “porciéon de un cromosoma” se refiere a una pequefia secciéon del
cromosoma. Los citogenetistas dividen los cromosomas en sitios o secciones del siguiente modo: el brazo corto (con
respecto al centrémero) de un cromosoma se denomina el brazo “p”; el brazo largo se denomina el brazo “q".
Después, cada brazo se divide en 2 regiones denominadas region 1 y regién 2 (la region 2 es la mas cercana al
centromero). Cada region se divide ademas en bandas. Las bandas se pueden dividir después en sub-bandas Por
ejemplo, la porcion 11p15.5 del cromosoma 11 humano es la porcion que se localiza en el cromosoma 11 (11) del
brazo corto (p) en la primera region (1) en la quinta banda (5) en la sub-banda 5 (.5). Una porcién de un cromosoma
se puede “alterar”, por ejemplo la totalidad de la porcidon puede estar ausente debido a una delecién o puede
reorganizarse (p. €j., inversiones, translocaciones, expandirse o contraerse debido a cambios en las regiones de
repeticion). En el caso de una delecién, un intento de hibridar (es decir, unirse especificamente) una sonda
homaloga con una porcién concreta de un cromosoma podria tener como resultado un resultado negativo (es decir,
la sonda no podria unirse a la muestra que contiene material genético del que se sospecha que contiene la porcion
que falta del cromosoma). Por tanto, la hibridacién de una sonda homdloga a una porcion concreta de un
cromosoma se puede usar para detectar alteraciones en una porcion de un cromosoma.

La expresidn “secuencias asociadas con un cromosoma” significa preparaciones de cromosomas (p. €j., extensiones
de cromosomas en metafase), acido nucleico extraido de una muestra que contiene ADN cromosémico (p. €j.,
preparaciones de ADN genomico); el ARN que se produce mediante transcripcion de genes localizados en un
cromosoma (p. ej., ARNhn y ARNm) y copias de ADNc del ARN transcrito del ADN localizado sobre un cromosoma.
Las secuencias asociadas con un cromosoma se pueden detectar mediante numerosas técnicas, incluida el sondaje
de transferencias Southern y Northern, e hibridacion in situ a ARN, ADN o cromosomas en metafase con sondas que
contienen secuencias homadlogas con los acidos nucleicos en las preparaciones indicadas anteriormente.

Como se usa en el presente documento, la expresién “regidon de codificacion”, cuando se usa en referencia a un gen
estructural, se refiere a las secuencias de nucleétidos que codifican los aminoacidos encontrados en el polipéptido
naciente como resultado de la traduccion de una molécula de ARNm. La region de codificacion esta unida, en
eucariotas, en el lado 5’ por el triplete de nucleédtidos “ATG” que codifica el iniciador metionina y en el lado 3’ por uno
de los tres tripletes que especifican codones de terminacion (es decir, TAA, TAG, TGA).

Como se usa en este documento, el término “purificado” o “para purificar” se refiere a la retirada de contaminantes
de una muestra. Por ejemplo, los anticuerpos de REEP y/o RTP se purifican mediante eliminacion de proteinas no
inmunoglobulinicas contaminantes; también se purifican mediante eliminacién de inmunoglobulina que no se une a
un polipéptido de REEP y/o RTP . La eliminacion de proteinas no inmunoglobulinicas y/o la eliminaciéon de
inmunoglobulinas que no se unen a un polipéptido de REEP y/o RTP tienen como resultado un incremento en el
porcentaje de las inmunoglobulinas reactivas a REEP1, RTP1 o RTP2 en la muestra. En otro ejemplo, los
polipéptidos recombinantes de REEP y/o RTP se expresan en células huésped bacterianas y los polipéptidos se
purifican mediante la eliminaciéon de proteinas de célula huésped; de este modo se incrementa el porcentaje los de
polipéptidos recombinantes en la muestra.

La expresion “molécula de ADN recombinante” como se usa en el presente documento se refiere a una molécula de
ADN que esta comprendida por segmentos de ADN unidos entre si mediante técnicas de biologia molecular.

La expresion “proteina recombinante” o “polipéptido recombinante” como se usa en este documento se refiere a una
molécula de proteina que se expresa a partir de una molécula de ADN recombinante.

La expresion “proteina nativa”, como se usa en el presente documento, se usa para indicar que una proteina no
contiene residuos de aminoécidos codificados por secuencias de vectores; es decir, la proteina nativa contiene
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unicamente los aminoacidos encontrados en la proteina como se encuentran en la naturaleza. Una proteina nativa
se puede producir por medios recombinantes o se puede aislar de una fuente natural.

Como se usa en este documento, el termino “parte” cuando se hace referencia a una proteina (como en “una parte
de una proteina dada”) se refiere a fragmentos de esa proteina. El tamafio de los fragmentos puede variar desde
cuatro restos aminoacidicos consecutivos a toda la secuencia de aminoacidos menos un aminoacido.

La expresion “transferencia Southern” se refiere al analisis de ADN en geles de agarosa o de acrilamida para
fraccionar el ADN de acuerdo con el tamafio, seguido de transferencia del ADN del gel a un soporte soélido, tal como
nitrocelulosa o una membrana de nylon. Después, el ADN inmovilizado se sonda con una sonda marcada para
detectar especies de ADN complementarias a la sonda usada. El ADN se puede escindir con enzimas de restriccion
antes de la electroforesis. Tras la electroforesis, el ADN se puede despurinar y desnaturalizar parcialmente antes o
durante la transferencia al soporte sélido. Las transferencias Southern son una herramienta estandar de los biélogos
moleculares (J. Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, NY, pp 9,31-
9,58 [1989]).

La expresion “transferencia Northern”, como se usa en el presente documento, se refiere al analisis de ARN
mediante la electroforesis de ARN en geles de agarosa para fraccionar el ARN de acuerdo con el tamafio, seguido
de transferencia del ARN del gel a un soporte sélido, tal como nitrocelulosa o una membrana de nylon. Después, el
ARN inmovilizado se sonda con una sonda marcada para detectar especies de ARN complementarias a la sonda
usada. Las transferencias Northern son una herramienta estandar de los bidlogos moleculares (J. Sambrook y col.,
anteriormente, pag. 7,39-7,52: [1989]).

La expresion “transferencia Western” se refiere al andlisis de proteina(s) (o polipéptidos) inmovilizadas sobre un
soporte tal como nitrocelulosa o0 una membrana. Las proteinas se pasan por los geles de acrilamida para separar las
proteinas, seguido de transferencia de la proteina del gel a un soporte sélido, tal como nitrocelulosa o una
membrana de nylon. Después, las proteinas inmovilizadas se exponen a anticuerpos que tiene reactividad contra un
antigeno de interés. La union de los anticuerpos se puede detectar por varios procedimientos, incluido el uso de
anticuerpos radiomarcados.

La expresioén “determinante antigénico”, como se usa en el presente documento, se refieren a la porcion del antigeno
que entra en contacto con un anticuerpo concreto (es decir, un epitopo). Cuando una proteina o fragmento de una
proteina se usa para inmunizar un animal huésped, numerosas regiones de la proteina pueden inducir la produccion
de anticuerpos que se unen especificamente a una region dada o estructura tridimensional sobre la proteina; estas
regiones o estructuras se denominan determinantes antigénicos. Un determinante antigénico puede competir con el
antigeno intacto (es decir, el “inmunégeno” usado para producir la respuesta inmunitaria) para unirse a un
anticuerpo.

El término “transgen”, como se usa en el presente documento, se refiere a un gen extrafio, heterélogo o autélogo
que se introduce en un organismo no humano introduciendo el gen en embriones recién fertilizados o en embriones
en fase temprana. La expresion “gen extrafio” se refiere a cualquier acido nucleico (p. €j., una secuencia génica) que
se introduce en el genoma de un animal mediante manipulaciones experimentales y puede incluir secuencias
génicas encontradas en dicho animal siempre que el gen introducido no resida en la misma localizacién que el gen
natural. Con la expresién “gen autdlogo” se pretende abarcar variantes (p. €j., polimorfismos o mutantes) del gen
natural. Por tanto, el término transgen abarca la sustitucion del gen natural con una forma variante del gen.

Como se usa en el presente documento, el término “vector” se usa con referencia a moléculas de acido nucleico que
transfieren segmento(s) de ADN de una célula a otra. El término vehiculo” se usa, en ocasiones, de forma
intercambiable con “vector".

La expresién “vector de expresion”, como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de ADN
recombinante que contiene una secuencia de codificacion deseada y secuencias de acido nucleico adecuadas
necesarias para la expresion de la secuencia de codificacion unida operablemente en un organismo huésped
concreto. Las secuencias de acido nucleico necesarias para la expresion en procariotas normalmente incluyen un
promotor, un operador (opcional) y un sitio de unién al ribosoma, a menudo junto con otras secuencias. Se sabe que
las células eucariotas utilizan promotores, potenciadores y sefiales de poliadenilacion y de terminacion.

Como se usa en el presente documento, la expresion “célula huésped” se refiere a cualquier célula eucaridtica o
procariotica (p. €j., células bacterianas tal como E. coli, células de levadura, células de mamifero, células de ave,
células de anfibio, células vegetales, células de peces y células de insecto), localizadas in vitro o in vivo. Por
ejemplo, las células huésped se pueden localizar en un animal transgénico.

Los términos "sobreexpresion" y "que sobreexpresa" y sus equivalentes gramaticales se usan en referencia a niveles
de ARNm para indicar un nivel de expresién aproximadamente 3 veces mayor que lo que normalmente se observa
en un tejido dado en un animal control o no transgénico. Los niveles de ARNm se miden usando cualquiera de una
serie de técnicas conocidas por los expertos en la técnica incluyendo, entre otros, analisis de transferencia Northern
(véase el Ejemplo 10, para un protocolo de realizacién de andlisis de transferencia Northern).
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El término “transfeccidn”, como se usa en el presente documento, se refiere a la introduccién de ADN extrafio en
células eucariotas. La transfeccion se puede acompafar de varios medios conocidos en la técnica, incluidos
coprecipitacion de fosfato calcico-ADN, transfeccion mediada por DEAE dextrano, transfeccion mediada por
polibreno, electroporacién, microinyeccion, fusion de liposomas, lipofeccion, fusién de protoplastos, infeccién con
retrovirus y biolistica.

La expresion “transfeccion estable” o “transfectado de forma estable” se refiere a la introduccién e integracion de
ADN extrafio en el genoma de la célula transfectada. La expresion “transfectante estable” se refiere a una célula que
ha integrado de forma estable el ADN extrafio en el ADN gendmico.

La expresion “transfeccion transitoria” o “transfectado de forma transitoria” se refiere a la introduccion de ADN
extrafio en una célula en la que el ADN extrafio no se integra en el genoma de la célula transfectada. El ADN
extrafio se queda en el nucleo de la célula transfectada durante varios dias. Durante este tiempo, el ADN extrafio
esta sujeto a los controles reguladores que gobiernan la expresion de genes enddgenos en los cromosomas. La
expresion “transfectante transitorio” se refiere a una célula que han captado ADN extrafio pero que han integrado
este ADN.

La expresion “coprecipitacion con fosfato calcico” se refiere a una técnica para la introduccion de acidos nucleicos en
una célula. La captacion de acidos nucleicos por las células se potencia cuando el acido nucleico se presenta como
coprecipitado de acido nucleico en fosfato calcico. La técnica original de Graham y de van der Eb (Graham y van der
Eb, Virol., 52:456 [1973]), ha han modificado varios grupos para optimizar las condiciones para tipos de células
concretos. La técnica conocen bien estas numerosas modificaciones.

Una “composicidon que comprende una secuencia de polinucledtidos dada”, como se usa en el presente documento,
se refiere ampliamente a cualquier composicién que contiene la secuencia de polinucleétidos dada. La composicion
puede comprende una solucidon acuosa. Las composiciones que comprenden secuencias polinucleotidicas que
codifican REEP1, RTP1 o RTP2 (p. €j., SEC ID N° 1, 2 y 3) o fragmentos de las mismas se pueden usar como
sondas de hibridacion. En este caso, las secuencias polinucleotidicas que codifican REEP y/o RTP normalmente se
usan en una solucion acuosa que contienen sales (p. ej., NaCl), detergentes (p. ej., SDS) y otros componentes (p.
€j., solucion de Denhardt, leche seca, ADN de esperma de salmon etc.).

La expresion “compuesto de ensayo” se refiere a cualquier entidad quimica, sustancia farmacéutica, farmaco y
similares que se pueden usar para tratar o prevenir una enfermedad, patologia, afeccion o trastorno de la funcion
corporal o, de otro modo, para alterar el estado fisioldgico o celular de una muestra. Los compuestos de ensayo
comprenden compuestos terapéuticos conocidos y potenciales. Se puede determinar que un compuesto de ensayo
es terapéutico mediante deteccion selectiva usando procedimientos de deteccion selectiva de la presente
descripcion. Un “compuesto terapéutico conocido” se refiere a un compuesto terapéutico que se ha demostrado (p.
ej., mediante ensayos con animales o experiencia previa con administracién a seres humanos) que es eficaz en
dicho tratamiento o prevencion.

El término “muestra” como se usa en el presente documento se utiliza en su sentido mas amplio. Una muestra que
se sospecha que contiene un cromosoma humano o secuencias asociadas con un cromosoma humano puede
comprender una célula, cromosomas aislados de una célula (p. €j., una extensién de cromosomas en metafase),
ADN gendmico (en solucion o unido a un soporte solido tal como, por ejemplo, analisis de transferencia Southern),
ARN (en solucién o unido a un soporte sélido tal como, por ejemplo, andlisis de transferencia Nothern), ADNc (en
solucién o unido a un soporte solido) y similares. Una muestra que se sospecha que contiene una proteina puede
comprender una célula una porcién de tejido, un extracto que contiene una o mas proteinas y similares.

Como se usa el presente documento, el término “respuesta”, cuando se usa en referencia a un ensayo, se refiera a
la generacion de una sefal detectable (p. ej., acumulacion de proteina indicadora, incremento de la concentracion de
iones, acumulacion de un producto quimico detectable).

Como se usa en el presente documento, “gen indicador” se refiere a un gen que codifica una proteina que se puede
someter a ensayo. Ejemplos de genes indicadores incluyen, entre otros, luciferasa (véase, por ejemplo, de Wet y
co., Mol. Cell. Biol. 7:725 [1987] y las patentes de EE.UU. N° 6,074,859; 5,976,796; 5,674,713; y 5,618,682), la
proteina fluorescente verde (p.ej., numero de registro en GenBank U43284; una serie de variantes de GFP estan
disponibles comercialmente en CLONTECH Laboratories, Palo Alto, CA), cloranfenicol acetiliransferasa, pB-
galactosidasa, fosfatasa alcalina y peroxidasa de rabano.

Descripcion general

El continuo progreso de la comprension de la codificacion del olfato se ha visto dificultado por la incapacidad de
expresar funcionalmente OR en células heterdlogas con el fin de identificar ligandos afines. Para superar este
problema, experimentos realizados durante el curso de la presente invencion han buscado moléculas incluidas en la
expresion de superficie celular de OR. Se han identificado tres proteinas transmembrana REEP1, RTP1, and RTP2,
asi como variantes de las mismas, que estimulan la expresion funcional en la superficie celular de OR en células
293T. REEP y/o RTP se expresan especificamente en las neuronas olfativas en el epitelio olfativo. REEP1 y RTP1
interacciona con proteinas de OR. Usando células que expresan REEP1 y RTP1 y RTP2, se identifican nuevos OR
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que responden a olores alifaticos.

La presente invencion como se define en las reivindicaciones no esta limitada a ningin mecanismo concreto. De
hecho, no es necesario conocer el mecanismo para la practica de la presente invencion. No obstante, los
experimentos realizados durante el curso de la presente invencion demostraron la importancia de las proteinas
auxiliares de OR en expresion funcional en la superficie celular y en descodificacion de especificidades de ligandos
de OR. El documento provisional Saito y col., 2004 [Saito Harumi y col.: "RTP family members induce functional
expression of mammalian odorant receptors" Cell, vol. 119, n° 5, paginas 679-691] sugiere que RTP1 y RTP2 se
podrian usr para identificar ligandos de receptores de olroes activos para proporcionar una plataforma para la
deteccién selectiva de la selectividad quimica de la gran familia de OR. Las ventajas de RTP1-A1 and RTP1-D3
sobre RTP1 (p. ej., expresion y actividad potenciadas en la superficie celular de los receptores de olores) se
muestran, en concreto, en el ejemplo 23, en las paginas 105-106 y las figuras 49-52 de la memoria.

La identificacion y el uso de protéinas implicadas en la localizacion de los OR proporciona numerosas aplicaciones
de investigacion, diagnosticas, de deteccion de farmacos y terapéuticas. Por ejemplo, los acidos nucleicos y
proteinas de la presente descripcidon permiten la presentacion selectiva y controlable de OR en las células de ensayo
para, entre otras cosas, identificar nuevos OR, caracterizar OR, identificar ligandos de OR, correlacionar las
respuestas olfatorias con las interacciones moleculares subyacentes a dicha respuesta, identificar y caracterizar
grupos de OR y ligandos responsables de las respuestas olfatorias y condiciones de salud, e identificar, seleccionar
y caracterizar reguladores de la respuesta de los OR para estudiar y controlar las respuestas olfatorias. La presente
descripcion proporciona de este modo medios para manipular las respuestas olfatorias y la base molecular para
dicha respuesta in vitro e in vivo. Por tanto, se hacen posible numerosas aplicaciones comerciales, incluyendo la
produccion, caracterizacion y de matrices celulares in vitro o in vivo que expresan los OR localizados deseados para
deteccion (p. ej., deteccion selectiva de alto rendimiento, compuestos o uso como sistemas olfativos sintéticos.
Cualquier industria, incluyendo las industrias alimentarias, industrias sanitarias, industrias cosméticas, militares,
agencias sanitarias, animales profesionales del olfateo (p. €j., para drogas, explosivos, victimas de accidentes etc.)
entre muchos otros encontraran utilidad para las composiciones y procedimientos de la presente invencion como se
define en las reivindicaciones.

Los inhibidores (p. ej., anticuerpos, moléculas pequefias, aptameros etc.) de interacciones OR/ligando que se
identifican mediante los procedimientos de la presente invenciéon encuentran muchos usos. Por ejemplo, la presente
invencion proporciona un modo sistematico para identificar qué receptores y ligandos son responsables de
sensaciones olfativas concretas (p. €j., esencias percibidas).

Por tanto, por ejemplo, bloqueando interacciones concretas (p. ej., mediante un pulverizador nasal que tiene los
inhibidores) o potenciando interacciones concretas (p. ej.,, mediante un pulverizador nasal que proporciona
determinados ligandos o un recubrimiento en la superficie de un objeto que emite determinados ligandos), se
pueden controlar esencias percibidas. Por tanto, las esencias indeseadas se pueden bloquear, cubrir o alterar (p. €j.,
se puede tratar a un perro olfateador para que solo huela una diana de interés y ningun otro olor que le distraiga, un
trabajador sanitario se puede hacer inmune e la esencia de desperdicios etc.) y se pueden potenciar esencias
deseadas.

La presente descripcién también proporciona nuevos genes y secuencias de proteinas y procedimientos de su uso.
Una descripcion detallada de determinadas realizaciones preferidas y usos de la presente invencién se describe mas
adelante. La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripcién que no entran
dentro del alcance de dichas reivindicaciones se proporcionan solamente con fines ilustrativas y no forman parte de
la presente invencion.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se define en las reivindicaciones y refiere a péptidos capaces de estimular la localizacion en la
superficie celular del receptor de olores y la expresion funcional del receptor de olores. La presente invencion
proporciona ensayos para la deteccion de agentes terapéuticos y para la deteccion de polimorfismos de proteinas
auxiliares del receptor de olores y mutaciones asociadas con estados de enfermedad.

La descripcién comprende las secciones siguientes: |. Sentido del olfato; Il. Polinucledtidos de REEP y RTP; lIl.
Polipéptidos de REEP y RTP; IV. Deteccidn de alelos de REEP y RTP; V. Generacién de anticuerpos frente a REEP
y RTP; VI. Terapia génica usando REEP y RTP; VII. Animales transgénicos que expresan genes exogenos de
REEP y RTP y homdlogos, mutantes y variantes de los mismos; VIII. Deteccion selectiva usando REEP y RTP; IX.
Composiciones farmacéuticas que contienen &cido nucleico de REEP y RTP, péptidos y anédlogos; X. ARN de
interferencia (ARNi); XI. ARNi para REEP y RTP; y XII. Identificacion de ligandos de receptores de olores.

La practica de la presente invencion emplea, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
quimica organica, farmacologia, biologia molecular (incluyendo técnicas recombinantes), biologia celular, bioquimica
e inmunologia, que estan dentro de la experiencia en la técnica. Dichas técnicas se explican por completo en la
literatura, tal como "Molecular cloning: a laboratory manual" Segunda edicién (Sambrook y col., 1989);
"Oligonucleotide synthesis" (M.J. Gait, ed., 1984); "Animal cell culture" (R.l. Freshney, ed., 1987); la serie "Methods
in enzymology" (Academic Press, Inc.); "Handbook of experimental immunology" (D.M. Weir & C.C. Blackwell, eds.);
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"Gene transfer vectors for mammalian cells" (J.M. Miller & M.P. Calos, eds., 1987); "Current protocols in molecular
biology" (F.M. Ausubel y col., eds., 1987, y actualizaciones periddicas); "PCR: the polymerase chain reaction" (Mullis
y col., eds., 1994); y "Current protocols in immunology" (J.E. Coligan y col., eds., 1991).

|. Sentido del olfato

El sistema olfativo representa una de las modalidades sensoriales mas antiguas de la historia filogenética de los
mamiferos. El olfato estd menos desarrollado en los seres humanos que en otros mamiferos, como los roedores.
Como sensor quimico, el sistema olfativo detecta alimentos e influye sobre el comportamiento social y sexual. Las
células epiteliales olfativas especializadas caracterizan el Unico grupo de neuronas capaz de regenerarse. La
activacion se produce cuando las moléculas odoriferas entran en contacto con prolongaciones especializadas
conocidas como vesiculas olfativas. Dentro de la cavidad nasal, los cornetes nasales sirven para dirigir el aire
inspirado hacia el epitelio olfativo en la region posterior superior. Esta area (de solo unos centimetros de anchura)
contiene mas de 100 millones de células receptoras olfativas. Estas células epiteliales especializadas dan lugar a las
vesiculas olfativas que contienen cinocilios, que sirven como puntos de transduccion de estimulos.

Existen tres sistemas neurales especializados dentro de las cavidades nasales en seres humanos. 1) el sistema
olfativo principal (par craneal l), 2) sistema somatosensorial trigeminal (par craneal V), 3) el nervio terminal (par
craneal 0). El PC | participa en la sensacion de olor. Es responsable de determinar los sabores. El PC V participa en
las sensaciones somatosensoriales, incluyendo ardor, frio, irritacion y hormigueo. El PC 0 es un plexo neural
ganglionado. Atraviesa gran parte de la mucosa nasal antes de pasar por la lamina cribosa para entrar en el
prosencéfalo interno del pedunculo olfativo. La funcién exacta del nervio terminal se desconoce en seres humanos.

El neuroepitelio olfativo es un epitelio columnar seudoestratificado. Las células epiteliales olfativas especializadas
son el Unico grupo de neuronas capaz de regenerarse. El epitelio olfativo esta ubicado en el lado superior de cada
fosa nasal, incluyendo la lamina cribosa, el cornete superior, el tabique superior y secciones del cornete medio. Aloja
receptores sensoriales del principal sistema olfativo y algunas de las terminales nerviosas libres del PC V. El epitelio
olfativo pierde su homogeneidad general después del nacimiento y ya las primeras semanas de vida aparecen los
islotes metaplasicos del epitelio similar al respiratorio. La metaplasia aumenta su extensién durante la vida. Se
piensa que este procedimiento es el resultado de agresiones del ambiente, tales como virus, bacterias y toxinas.

Existen 6 tipos distintos de células en el neuroepitelio olfativo: 1) neuronas receptoras sensoriales bipolares, 2)
células microvillares, 3) células de soporte, 4) células basales globosas, 5) células basales horizontales, 6)
revestimento celular de las glandulas de Bowman. Existen aproximadamente 6.000.000 de neuronas bipolares en el
neuroepitelio olfativo adulto. Son células dendriticas finas con tubos que contienen cilios en un extremo vy
prolongaciones centrales largas en el otro extremo formando fletes olfativos. Los receptores olfativos se localizan en
los extremos dendriticos ciliados. Los axones amielinicos se unen en 40 haces, denominados filetes olfativos, que
estan envueltos por células de tipo Schwann. Los filetes atraviesan la lamina cribosa para entrar en la fosa craneal
anterior y constituyen el PC |. Las células microvillares estan cerca de la superficie del neuroepitelio, pero las
funciones exactas de estas células se desconocen. Las células de soporte también estan en la superficie del epitelio.
Se unen estrechamente a las neuronas y las células microvillares. También proyectan microvellosidades al moco.
Sus funciones incluyen células receptores aislantes unas de otras, lo que regula la composicién del moco, desactiva
os olores y protege el epitelio de agentes extrafios. Las células basales se localizan cerca de la membrana basal y
sn las células progenitoras a partir de las cuales surgen otros tipos de células. Las glandulas de Bowman son una
fuente principal de moco dentro de la region del epitelio olfativo.

Los receptores olfativos se localizan en los cilios de las células receptoras. Cada célula receptora expresa un gen
del receptor de olor. En la actualidad existen aproximadamente 1.000 clases de receptores. Los receptores olfativos
estan unidos a la proteina de unién al nucleétido guanina estimuladora Golf. Cuando se estimulan, pueden activar la
adenilato ciclasa para producir el segundo mensajero AMPc y los acontecimientos posteriores conducen a
despolarizaciéon de la membrana celular y la propagacion de la sefial. Aunque cada célula receptora solo expresa un
tipo de receptor, cada célula responde electrofisioldgicamente a una amplia, aunque circunscrita, serie de estimulos.
Esto implica que un unico receptor acepta una serie de entidades moleculares.

El bulbo olfativo se localiza sobre la ldmina cribosa en la base del I6bulo frontal en la fosa craneal anterior. Recibe
miles de axones primarios de las neuronas receptoras olfativas. Dentro del bulbo olfativo, estos axones realizan
sinapsis con un numero mucho menor de neuronas de segundo orden, que forman el pedunculo olfativo y se
proyectan hacia la corteza olfativa. La corteza olfativa incluye los lobulos frontal y temporal, el talamo y el
hipotalamo.

Aunque los OR de mamifero se identificaron hace mas de 10 afios, se conoce poco sobre la selectividad de los
diferentes OR para estimulos quimicos, principalmente porque ha sido dificil expresar OR en la superficie de células
heterdlogas y analizan su especificidad de union al ligando (véase, por ejemplo, Mombaerts, P. (2004) Nat Rev
Neurosci 5, 263-278. La razén es que las proteinas OR quedan retenidas en el ER y después se degradan en el
proteosoma (véase, por ejemplo, Lu, M., y col., (2003) Traffic 4, 416-433; McClintock, T. S., (1997) Brain Res Mol
Brain Res 48, 270-278). A pesar de estas dificultades, se han realizado grandes esfuerzos sobre 20 OR con ligandos
afines con varios grados de certidumbre (véase, por ejemplo, Bozza, T., y col., (2002) J Neurosci 22, 3033-3043;
Gaillard, I., y col., (2002) Eur J Neurosci 15, 409-418; Hatt, H., y col., (1999) Cell Mol Biol 45, 285-291; Kajiya, K., y
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col., (2001) J Neurosci 21, 6018-6025; Krautwurst, D., y col., (1998) Cell 95, 917-926; Malnic, B., y col., (1999) Cell
96, 713-723; Raming, K., y col., (1993) Nature 361, 353-356; Spehr, M., y col., (2003) Science 299, 2054-2058;
Touhara, K., y col., (1999) Proc Natl Acad Sci U S A 96, 4040-4045; Zhao, H., y col., (1998) Science 279, 237-242).
La adicion los 20 aminoacidos en N-terminal de rodopsina (p. ej., Rho-tag) o un péptido senal extrafio al extremo N
facilita la expresion en la superficie de algunos RO en células heterdlogas (véase, por ejemplo, Hatt, H., y col.,
(1999) Cell Mol Biol 45, 285-291; Krautwurst, D., y col., (1998) Cell 95, 917-926). No obstante, para la mayoria de los
OT, las modificaciones no estimulan con fiabilidad la expresién en la superficie celular. Por ejemplo, ODR-4, que se
requiere para la localizacion adecuada de los receptores quimiosensoriales en C. elegans, tiene un efecto pequefio
facilitando la expresion en la superficie celular de un OR de rata, pero no otro OR (véase, por ejemplo, Gimelbrant,
A. A, y col,, (2001) J Biol Chem 276, 7285-7290). Estos hallazgos indican que las neuronas olfativas tienen una
magquinaria molecular selectiva que estimula la adecuada direccion de las proteinas OR a la superficie celular, pero
no se han identificado complementes de esta maquinaria (véase, por ejemplo, Gimelbrant, A. A., y col., (2001) J Biol
Chem 276, 7285-7290; McClintock, T. S., and Sammeta, N. (2003) Neuroreport 14, 1547-1552).

Para algunos GPCR, se requieren proteinas accesorias para una direccion correcta a la membrana de la superficie
celular (véase, por ejemplo, Brady, A. E., and Limbird, L. E. (2002) Cell Signal 14, 297-309). Estas proteinas incluyen
NinaA para Drosophila Rhodopsin (véase, por ejemplo, Baker, E. K., y col., (1994) Embo J 13, 4886-4895; Shieh, B.
H., y col., (1989) Nature 338, 67-70), RanBP2 para la opsina del cono de mamiferos (véase, por ejemplo, Ferreira, P.
A., y col., (1996) Nature 383, 637-640), RAMP para el receptor de tipo receptor de la calcitonina de mamiferos
(CRLR) (véase, por ejemplo, McLatchie, L. M., y col., (1998) Nature 393, 333-339) y, por ultimo, la familia M10 de las
proteinas de MHC de clase | y la microglobulina beta 2 para V2R, los supuestos receptores de feromonas de
mamifero (véase, por ejemplo, Loconto, J., y col., (2003) Cell 112, 607-618). Con la excepcion de NinaA y RanBP2,
ninguna de estas proteinas accesorias comparten ninguna homologia de secuencia entre si; su caracteristica comun
es su asociacion con la membrana.

La presente descripcion proporciona nuevas proteinas (p.ej.,, REEP1, RTP1, RTP2, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C,
RTP1-D, RTP1-E, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP-D2, RTP-D3, RTP1-A1-A (Quimera 1), RTP1-A1-D2 (Quimera 2),
RTP1-A1-D1 (Quimera 3), RTP4-A1-A (Quimera 4), RTP4-A1-D2 (Quimera 5), y RTP4-A1-D1 (Quimera 6)) que
estimulan la localizacién en la superficie celular de los OR y la expresiéon funcional de OR y numerosas
composiciones y procedimientos relacionados con estos hallazgos.

Il. Polinucledtidos de REEP y RTP

Como se ha descrito anteriormente, la presente descripcidon proporciona nuevas proteinas que estimulan la
superficie celular de los receptores de olor y la expresion funcional de los receptores de olor. En particular, la
presente descripcion proporciona genes y polipéptidos de REEP (p.ej., REEP1, REEP2, REEP3, REEP4, REEP5, y
REEPS6) y los genes y polipéptidos de RTP (p. €j., RTP1, RTP2, RTP3, RTP4, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D,
RTP1-E, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP-D2, RTP-D3, RTP1-A1-A (Quimera 1), RTP1-A1-D2 (Quimera 2), RTP1-A1-D1
(Quimera 3), RTP4-A1-A (Quimera 4), RTP4-A1-D2 (Quimera 5), and RTP4-A1-D1 (Quimera 6)). REEP1, RTP1,
RTP2, y variantes de RTP1 (p. €j., RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D, y RTP1-E, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP-D2,
RTP-D3, RTP1-A1-A (Quimera 1), RTP1-A1-D2 (Quimera 2), RTP1-A1-D1 (Quimera 3), RTP4-A1-A (Quimera 4),
RTP4-A1-D2 (Quimera 5), y RTP4-A1-D1 (Quimera 6) pueden estimular la localizacion en la superficie celular de los
receptores de olor OR y la expresion funcional de los receptores de olor.

De acuerdo con esto, la presente descripcion proporciona acidos nucleicos que codifican genes, homologos,
variantes (p. ej., polimorfismos y mutantes) de REEP, incluyendo, entre otros, los descritos en las SEC ID N° 1-12.
La presente descripcidon proporciona acidos nucleicos que codifican genes, homodlogos, variantes (p. e€j.,
polimorfismos y mutantes) de RTP, incluyendo, entre otros, los descritos en las SEC ID N° 13-20. La tabla 1 escribe
ejemplos de genes de REEP y RTP. La presente descripcién proporciona secuencias de polinucleétidos que son
capaces de hibridar con las SEC ID N° 1-20 en condiciones de rigurosidad baja a alta, siempre que la secuencia de
polinucleétidos capaz de hibridar codifique una proteina que conserva una actividad biolégica de la proteina REEP
y/o RTP de origen natural. La proteina que conserva una actividad biolégica de un REEP y/o RTP de origen natural
puede ser un 70 % homoéloga a los REEP y/o RTP silvestres, preferentemente un 80 % homdloga a REEP y/o RTP
silvestre, mas preferentemente, un 90 % homdloga al REEP y/o RTP silvestres y, lo mas preferentemente, un 95 %
homologo a REEP y/o RTP silvestre. Las condiciones de hibridacion se pueden basar en la temperatura de fusion
(Tm) del complejo de union al acido nucleico y confieren una “rigurosidad2 definida, como se ha explicado
anteriormente (véase, por ejemplo, Wahl, y col., Meth. Enzymol., 152:399-407 (1987).

Se pueden proporcionar alelos adicionales de los genes de REEP y/o RTP. Los alelos pueden ser el resultado de
un polimorfismo o mutaciéon (es decir, un cambio en la secuencia de acido nucleico) y, generalmente, producen
ARNmM o polipéptidos alterados cuya estructura o funcién puede o no estar alterada. Cualquier gen dado puede tener
ninguna, una o muchas formas alélicas. Los cambios mutacionales frecuentes que dan lugar a alelos generalmente
se atribuyen a deleciones, adiciones o sustituciones de acidos nucleicos. Cada uno de estos tipos de cambios se
puede producir solo o en combinacion con los demas y a la velocidad de uno o mas veces en una secuencia dada.
Ejemplos adicionales incluyen mutaciones por truncamiento (p. ej., de modo que el ARNm codificado no produce
una proteina completa).
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Las secuencias nucleotidicas de la presente invencion se pueden modificar mediante ingenieria con el fin de alterar
una secuencia de codificacion de REEP y/o RTP por diversas razones, incluyendo, entre otras, alteraciones que
modifican la clonacién, el procesamiento y/o la expresion del producto génico. Por ejemplo, se pueden introducir
mutaciones usando técnicas bien conocidas en la materia (p. ej., mutagénesis dirigida a sitio para insertar nuevos
sitios de restriccion, para alterar los patrones de glucosilacion, para cambiar la preferencia de codones etc.). Las
variantes de RTP1 incluyen, entre otros, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D, y RTP1-E, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP-
D2, RTP-D3, RTP1-A1-A (Quimera 1), RTP1-A1-D2 (Quimera 2), RTP1-A1-D1 (Quimera 3), RTP4-A1-A (Quimera
4), RTP4-A1-D2 (Quimera5), and RTP4-A1-D1 (Quimera 6).

La secuencia de polinucledtidos de REEP y/o RTP se puede extender usando la secuencia de nucleétidos en varios
procedimientos conocidos en la materia para detectar secuencias cadena arriba, tales como promotores y elementos
reguladores. Por ejemplo, se contempla que la reaccion en cadena de la polimerasa- sitio de restriccion (PCR)
encontrara utilidad en los procedimientos de la presente especificacion. Este es un procedimiento directo que usa
cebadores universales para recuperar la secuencia desconocida adyacente a un locus conocido (Gobinda y col.,
PCR Methods Applic., 2:318-22 [1993]). En primer lugar, el ADN genémico se amplifica en presencia de un cebador
hasta una secuencia de unién y un cebador especifico de la regidon conocida. Las secuencias amplificadas se
someten a una segunda ronda de PCR con el mismo cebador de unién y otro cebador especifico interno con
respecto al primero. Los productos de cada ronda de PCR se transcriben con una ARN polimerasa adecuada y se
secuencias usando la transcriptasa inversa.

Se puede usar PCR inversa para amplificar o extender las secuencies usando cebadores divergentes basados en
una regién conocida (Triglia y col., Nucleic Acids Res., 16: 8186 [1988]). Los cebadores se pueden disefiar usando
Oligo 4,0 (National Biosciences Inc., Plymouth, Minn.) u otro programa adecuado, de modo que tengan una longitud
de 22-30 nucledtidos, un contenido de GC del 50 % o mas y que hibriden con la secuencia diana a temperaturas de
aproximadamente 68-72 °C. El procedimiento usa varias enzimas de restriccion para generar un fragmento
adecuado en la regidon conocida de un gen. A continuacion, el fragmento se circulariza mediante ligadura
intramolecular y se usa como molde para la PCR. También se puede utilizar PCR circulante. La PCR circulante es
un procedimiento para genes objetivo circulantes que permite la recuperacion de secuencias desconocidas (Parker y
col., Nucleic Acids Res., 19:3055-60 [1991]). El kit PROMOTERFINDER (Clontech) usa PCR, cebadores anidados y
bibliotecas especiales para “entrar” en el ADN gendmico. Este procedimiento evita la necesidad de buscar en
bibliotecas y es util para encontrar uniones intrones/exones.

Bibliotecas preferidas para la deteccion selectiva de ADNc de longitud completa incluyen bibliotecas de mamiferos
que se han seleccionado segun el tamafio de modo que incluyan ADNc de mayor tamafio. Asimismo, se prefieren
las bibliotecas cebadas al azar porque contienen més secuencias que las que contienen en las regiones génicas 5’ y
cadena arriba. Una biblioteca cebada al azar puede ser especialmente util en el caso en el que una biblioteca de
oligo d(T) no da ADNc de longitud completa. Las bibliotecas genémicas de mamifero son utiles para obtener intrones
y extender la secuencia en 5'.

Se pueden proporcionar variantes de las secuencias de REEP y/o RTP divulgadas. Las variantes pueden ser el
resultado de polimorfismos 0 mutaciones (es decir, un cambio en la secuencia de acido nucleico) y, generalmente,
producen ARNm o polipéptidos alterados cuya estructura o funcién puede o no estar alterada. Cualquier gen dado
puede tener ninguna, una o muchas formas variantes. Los cambios mutacionales habituales que dan lugar a
variantes generalmente se atribuyen a deleciones, adiciones o sustituciones de acidos nucleicos. Cada uno de estos
tipos de cambios se puede producir solo o en combinacién con los demas y a la velocidad de uno o mas veces en
una secuencia dada.

Parece posible modificar la estructura de un péptido que tiene una funcion (p. ej., funcién de REEP y/o RTP) con
fines tales como alterar la actividad biolégica (p. €j., funcion REEP y/o RTP alterada). Dichos péptidos modificados
se consideran equivalentes funcionales de péptidos que tienen actividad de un péptido REEP y/o RTP como se
define en el presente documento. Se puede producir un péptido modificado en el que la secuencia de nucledtidos
que codifica el polipéptido se ha alterado, tal como mediante sustitucion, delecion o adicion. Estas modificaciones
pueden no reducir significativamente la actividad biolégica de los genes de REEP y/o RTP modificados. En otras
palabras, el constructor “X” se puede evaluar con el fin de determinar si es un miembro del género de REEP y/o RTP
modificados o variantes de la presente descripcion tal como se ha definido funcionalmente mas que
estructuralmente. La actividad de los polipéptidos variantes de REEP y/o RTP se puede evaluar mediante
procedimientos descritos en el presente documento (p. ej., la generacion de animales transgénicos o el uso de
ensayos de sefializacion)

Ademas, como se ha descrito anteriormente, las formas variantes de los genes de REEP y/o RTP también se
contemplan como equivalentes de dichos péptidos y las moléculas de ADN que se establecen con mas detalle en el
presente documento. Por ejemplo, se contempla una sustitucion aislada de leucina con isoleucina o valina, un
aspartato con un glutamato, una treonina con una serina o una sustitucién conservadora similar de un aminoéacido
con un aminodacido estructuralmente relacionado (es decir, mutaciones conservadoras), no tendra un efecto
importante sobre la actividad biolégica de la molécula resultante. De acuerdo con lo anterior, la descripcion
proporciona variantes de REEP y/o RTP que contienen sustituciones conservadoras. Las sustituciones
conservadoras son las que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que estan relacionados por sus
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cadenas laterales. Los aminoacidos codificados genéricamente se pueden dividir en cuatro familias: (1) acidos
(aspartato, glutamato; (2) basicos (lisina, arginina, histidina); (3) no polares (alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano); y (4) polares sin carga (glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina,
treonina, tirosina). En ocasiones, los aminoacidos fenilalanina, triptéfano y tirosina se clasifican en conjunto como
aminoacidos aromaticos. De un modo similar, el repertorio de aminoacidos se puede agrupar como (1) acidos
(Aspartato, glutamato), (2) basicos (lisina, arginina, histidina), (3) alifaticos (glicina, alanina, valina, leucina,
isoleucina, serina, treonina), estando la serina y la treonina opcionalmente agrupadas por separado como alifaticos-
hidroxilo; (4) aromaticos (fenilalanina, tirosina, triptéfano); (5) amida (asparagina, glutamina); y (6) que contienen
azufre (cisteina y metionina) (p. ej., Stryer ed., Biochemistry, pag. 17-21, 22 ed, WH Freeman y Co., 1981). Si un
cambio en la secuencia de aminoacidos de un péptido tiene como resultado un polipéptido funcional se puede
determinar facilmente evaluando la capacidad del péptido variante para funcionar de un modo similar a la proteina
de tipo silvestre. Los péptidos que tienen mas de una sustitucion se pueden someter a ensayo facilimente del mismo
modo.

Mas infrecuentemente, una variante incluye cambios “no conservadores” (p. €j., sustitucién de una glicina con un
triptéfano). Variaciones minoritarias analogas también pueden incluir deleciones o inserciones de aminoacidos, o
ambas. Usando programas informaticos (p. ej.,, LASERGENE software, DNASTAR Inc., Madison, Wis.) se pueden
encontrar guias para determinar qué residuos de aminoacidos se pueden sustituir, insertar o delecionar sin anular la
actividad bioldgica.

Como se describe con mayor detalle mas adelante se pueden producir variantes mediante procedimientos tales
como evolucién dirigida u otras técnicas para producir bibliotecas combinatorias de variantes, descritas con mayor
detalle mas adelante. Las secuencias nucleotidicas se modificar mediante ingenieria con el fin de alterar una
secuencia de codificacion de REEP y/o RTP, incluyendo, entre otras, alteraciones que modifican la clonacién, el
procesamiento, la localizacion y/o la expresiéon del producto génico. Por ejemplo, se pueden introducir mutaciones
usando técnicas que son bien conocidas en la técnica (p. )., mutagénesis dirigida a sitio para insertar nuevos sitios
de restriccion, para alterar los patrones de glicosilacién, para cambiar la preferencia de codones, etc.).

Las variantes de RTP1 incluyen, entre otras, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP 1-D, and RTP1-E, RTP1-A1, RTP1-
D1, RTP-D2, RTP-D3, RTP1-A1-A (Quimera 1), RTP1- A1-D2 (Quimera 2), RTP1-A1-D1 (Quimera 3), RTP4-A1-A
(Quimera 4), RTP4-A1-D2 (Quimera 5) y RTP4-A1-D (Quimera 6).

Tabla 1: Las reivindicaciones se refieren solo a las secuencias de RTP1, RTP1-A1, RTP1-D3 y RTP2

Tabla 2. Genes moduladores de OR

Gen SEC ID N° (acido nucleico) | SEC ID N° (polipéptido)
REEP1 murino 1 21
REEP2 murino 2 22
REEP3 murino 3 23
REEP4 murino 4 24
REEPS murino 5 25
REEP6 murino 6 26
REEP1 humano 7 27
REEP2 humano 8 28
REEP3 humano 9 29
REEP4 humano 10 30
REEPS humano 11 31
REEP6 humano 12 32
RTP1 murino 13 33
RTP2 murino 14 34
RTP3 murino 15 35
RTP4 murino 16 36
RTP1 humano 37
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Tabla 2. Genes moduladores de OR

Gen SEC ID N° (acido nucleico) | SEC ID N° (polipéptido)
RTP2 humano 18 38
RTP3 humano 19 39
RTP4 humano 20 40

Ill. Polipéptidos REEP y RTP

La presente divulgacion proporciona secuencias polinucleotidicas de REEP y/o RTP que codifican secuencias
polipeptidicas de REEP y/o RTP (p. ej., los polipéptidos de SEC ID N° 21-40, 41-50 respectivamente). La presente
descripcion proporciona un polipéptido codificado por un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste en las
SEC ID N° 1, 7,13, 14, 17 y 18 y variantes de las mismas que tienen una identidad de al menos 80 % con las SEC
IDN°1,7,13, 14, 17 y 18. La proteina puede tener una identidad de al menos 90 % con las SEC ID N° 1, 7, 13, 14,
17 y 18 o la proteina puede tener una identidad de al menos 95 % con las SEC ID N°, 7, 13, 14, 17 y 18. La
descripcion también divulga fragmentos, proteinas de fusion o equivalentes funcionales de las proteinas REEP y/o
RTP (p. €j., RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D, and RTP1-E, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP-D2, RTP-D3, RTP1-A1-A
(Quimera 1), RTP1-A1-D2 (Quimera 2), RTP1-A1-D1 (Quimera 3), RTP4-A1-A (Quimera 4), RTP4-A1-D2 (Quimera
5) y RTP4-A1-D1 (Quimera 6). La presente descripcion proporciona mutantes de los polipéptidos de REEP y/o RTP.
Las secuencias de acido nucleico correspondientes a variantes, homologos y mutantes de REEP y/o RTP para
generar moléculas de ADN recombinantes que dirigen la expresion de las variantes homélogos y mutantes de REEP
y/o RTP en las células huésped adecuadas. El polipéptido puede ser un producto purificado natural o un producto de
procedimientos sintéticos quimicos o se puede producir mediante técnicas recombinantes usando un huésped
procariota o eucariota (p. e€j., usando células bacterianas, de levadura, de plantas superiores, de insectos y de
mamiferos en cultivo). Dependiendo del huésped empleado en un procedimiento de produccidon recombinante, el
polipéptido puede estar glicosilado o no glicosilado. Los polipéptidos pueden también incluir un residuo de
aminoacido metionina inicial.

Debido a la degeneracion del cédigo genético, dos secuencias de ADN aparte de las secuencias polinucleotidicas de
las SEC ID N° 21-50 que codifican sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos o una funcionalmente
equivalente, se pueden usar para clonar y expresar las proteinas REEP y/o RTP. En general, dichas secuencias
polinucleotidicas hibridan a una de las SEC ID N° 21-50 en condiciones de rigurosidad alta a media, como se ha
descrito anteriormente. Como los expertos en la técnica entenderan, puede ser ventajoso producir secuencias de
nucleétidos que codifican REEP y/o RTP que poseen codones de origen no natural. Por tanto, los codones
preferidos por un huésped procariota o eucariota concreto (Murray y col., Nucl. Acids Res., 17 [1989]) se
seleccionan, por ejemplo, para incrementar el indice de expresiéon de REEP y/o RTP o para producir trascritos de
ARN recombinante que posee propiedades deseables tales como una semivida mayor que la de los transcritos
producidos a partir de la secuencia natural.

Los polipéptidos de REEP1, RTP1 y RTP2 pueden estimular la localizacion en la superficie celular de los receptores
de olor y la expresion funcional de los receptores de olor.

1. Vectores para la produccion de REEP y RTP

Los polinucledtidos de la presente descripcidon se pueden usar para producir polipéptidos mediante técnicas
recombinantes. Por tanto, por ejemplo, el polinucleétido se puede incluir en uno cualquiera de diversos vectores de
expresion para expresar un polipéptido. Los vectores pueden incluir, entre otros, secuencias de ADN cromosémico,
no cromosomico y sintético (p. ej., derivados de SV40; plasmidos bacterianos, ADN de fago, baculovirus, plasmidos
de levadura, vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fago, y ADN viral, tal como de vaccinia,
adenovirus, virus de la viruela aviar y seudorrabia). Se contempla que se puede usar cualquier vector siempre que
sea replicable y viable en la célula huésped.

En concreto, se pudieron proporcionar construcciones recombinantes concretas que comprenden una o mas de las
secuencias como se ha descrito ampliamente en lo que antecede (p. €j., las SEC ID N° 1-20). Las construcciones
pueden comprender un vector, tal como un plasmido o vector viral, en el que se ha insertado una secuencia de la
invencidn en orientacion directa o inversa. La secuencia estructural heteréloga (p. €j., las SEC ID N° 1-20 se pueden
ensamblar en una fase adecuada con secuencias de inicio y terminacion de la traduccion. La secuencia de ADN
adecuada se puede insertar en el vector mediante diversos procedimientos. En general, la secuencia de ADN se
inserta en un sitio(s) de endonucleasa de restriccion adecuado(s) mediante procedimientos conocidos en la técnica.

Los expertos en la técnica conocen un numero elevado de vectores adecuados y comercialmente disponibles.
Dichos vectores incluyen, entre otros, los vectores siguientes: 1) Bacterianos: pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen), pBS,
pD10, phagescript, psiX174, pbluescript SK, pBSKS, pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A (Stratagene); ptrc99a,
pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRITS (Pharmacia); y 2) eucaridticas: pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG
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(Stratagene), pSVKS3, pBPV, pMSG, pSVL (Pharmacia); y 3) Baculovirus - pPbac y pMbac (Stratagene). Se puede
usar otro plasmido o vector siempre que sea replicable y viable en la célula huésped. Vectores de expresion en
mamiferos pueden comprender un origen de replicacion, un promotor y potenciador adecuados, y, también,
cualquier sitio de unién al ribosoma necesario, sitios de poliadenilacion, sitios donantes y aceptores de corte y
empalme, secuencias de terminacién de la transcripcién y secuencias no transcritas flanqueantes en 5. Las
secuencias de ADN derivadas de los sitios de corte y empalme y de poliadenilacion de SV40 se pueden usar para
proporcionar los elementos genéticos no transcritos requeridos.

La secuencia de ADN en el vector de expresion puede estar unida operablemente a una o mas secuencias de
control de la expresion (promotores) adecuadas para dirigir la sintesis directa de ARNm. Los promotores incluyen,
entre otros, el promotor de LTR o SV40, el E. coli lac o trp, el fago lambda P, and Pg, los promotores de T3y T7 y los
promotores temprano inmediato de citomegalovirus (CMV), de timidina quinasa del virus del herpes simple (VHS) y
de la metalotioneina-l de ratén, y otros promotores conocidos porque controlan la expresién génica en células
procariotas y eucariotas o sus virus. Vectores de expresion recombinante pueden incluir origenes de replicacién y
marcadores seleccionables que permiten la transformacion de la célula huésped (p. €j., resistencia a la dihidrofolato
reductasa o a neomicina para cultivo celular eucariotico, o resistencia a tetraciclina o ampicilina en E. coli).

La transcripcion del ADN que codifica los polipéptidos de la presente invencion por eucariotas superiores se puede
aumentar insertando una secuencia potenciadora en el vector. Los potenciadores son elementos de ADN que actian
en cis, normalmente de una longitud de aproximadamente 10 a 300 pb, que actuan sobre el promotor para aumentar
la trascripcion. Potenciadores incluyen, entre otros, el potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de
replicacién, pb 100 a 270 pb, un potenciador del promotor temprano del citomegalovirus, el potenciador del polioma
en el lado tardio del origen de replicacion, y los potenciadores de adenovirus.

El vector de expresion también puede contener un sitio de union al ribosoma para la iniciacion de la traduccién y un
terminador de la transcripcién. El vector también puede incluir secuencias adecuadas para amplificar la expresién.

2. Células huésped para la produccion de polipéptidos de REEP y RTP

La presente invencion proporciona células huésped que contienen las construcciones descritas en lo que antecede.
La célula huésped puede ser una célula eucariota superior (p. €j., una célula de mamifero o de insecto) o una célula
eucariota menor (p. €j., una célula de levadura). La célula huésped puede ser una célula procariota (p. €j., una célula
bacteriana). Ejemplos especificos de células huésped incluyen, entre otras, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Bacillus subtilis, y varias especies de los géneros Pseudomonas, Streptomyce y Staphylococcus, asi
como Saccharomycees cerivisiae, Schizosac-charomycees pombe, células de Drosophila S2 cells, células de
Spodoptera Sf9, células de ovario de hamster chino (CHO), lineas celulares COS-7 de fibroblastos de rifion de
mono, (Gluzman, Cell 23:175 [1981]), lineas celulares C127, 3T3, 293, 293T, HeLa y BHK.

Las construcciones en las células huésped se pueden usar de un modo convencional para producir el producto
génico codificado por la secuencia recombinante. La introduccién de la construccion en la célula huésped puede
efectuarse mediante transfeccion mediada por fosfato calcico, transfeccién mediada por DEAE-dextrano o
electroporacion (Véase, por ejemplo, Davis y col., Basic Methods in Molecular Biology, [1986]). Como alternativa, los
polipéptidos se pueden producir sintéticamente mediante sintetizadores peptidicos convencionales.

Las proteinas se pueden expresar en células de mamifero, levaduras, bacterias u otras células bajo el control de los
promotores adecuados. También se pueden emplear sistemas de traduccidon acelulares para producir dichas
proteinas usando ARN derivados de las construcciones de ADN como se describe en el presente documento.

En, Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor, N.Y., (1989) se describen
vectores de clonacion y expresién adecuados para usar con huéspedes procariotas y eucariotas. A Laboratory
Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor, N. Y., [1989].

Tras la transformacion de una cepa huésped adecuada y el crecimiento de la cepa huésped hasta una densidad
celular adecuada, el promotor seleccionado puede estar inducido por medios adecuados (p. e€j., cambio de
temperatura o induccion quimica) y las células se cultivan durante un periodo adicional. Normalmente las células
pueden recogerse mediante centrifugacion, se rompen por medios fisicos o quimicos y el extracto bruto resultante se
conserva para su posterior purificacion. Las células microbianas usadas en la expresion de proteinas se pueden
romper mediante cualquier procedimiento conveniente, incluidos ciclos de congelacién-descongelacion, sonicacion,
fragmentacién mecanica o uso de agentes de lisis celular.

La presente descripcion divulga una linea celular (p. €j., una linea celular heteréloga 293T) que comprende la
expresion de un receptor de olor (p. €j., un receptor de olor humano, un receptor de murino, un receptor de olor
sintético) localizado en la superficie de la célula, REEP1, RTP1, RTP2, y Gqor. El receptor de olor puede estar
marcado con un agente informador de iluminacion (p. €j., glutatiéon-S-transferasa (GST), c-myc, 6-histidina (6X-His),
proteina fluorescente verde (GFP), proteina de unién a la maltosa (MBP), hemaglutinina del virus de la gripe A (HA),
B-galactosidasa y GAL4. La linea celular descrita en el presente documento no se limita a receptores de olor
concretos. Los receptores de olor expresados en la linea celular pueden incluir, entre otros, S6/79, S 18, S46, S50,
MOR23-1, MOR31-4, MOR31-6, MOR32-5 and MOR32-11. Las lineas celulares que expresan receptores de olor se
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pueden usar en la clasificacién de una expresion funcional de receptores de olor (p. €j., especificidad de ligando).
Las lineas celulares que expresan receptores de olor se pueden usar en la clasificacion del sentido de olfato de un
animal.

3. Purificacién de los polipéptidos REEP y RTP

La presente descripcion también proporciona procedimientos para recuperar y purificar polipéptidos de REEP y RTP
de cultivos de células recombinantes incluidos, entre otros, precipitacion con sulfato amoénico o etanol, extraccion
acida, cromatografia de intercambio aniénico o catidnico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de
interaccion hidrofoba, cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxilapatita y cromatografia de lectina. En
otras formas de realizacion de la presente invencion, las etapas de replegamiento de proteinas se pueden usar
segun sea necesario, para completar la configuracion de la proteina madura. La cromatografia de liquidos de alto
rendimiento (HPLC) se puede emplear en las etapas de purificacion final.

La presente descripcion proporciona ademas polinucleétidos que tienen una secuencia de codificacion de un gen de
REEP y RTP (p. €j., las SEC ID N° 1 - 20) condensada en el marco con una secuencia marcadora que permite la
purificacién del polipéptido de la presente invenciéon. Un ejemplo no limitante de una secuencia marcadora es una
cola de hexahistidina que puede ser suministrada por un vector, preferentemente un vector pQE-9, que proporciona
la purificacion del polipéptido condensado con el marcador en el caso de un huésped bacteriano o, por ejemplo, la
secuencia marcadora puede ser una cola de hemaglutinina (HA) cuando se usa un huésped mamifero (p. €j., células
COS-7). La cola de HA corresponde a un epitopo derivado de la proteina hemaglutinina de la gripe (Wilson y col.,
Cell, 37:767 [1984]).

4. Mutantes de truncamiento de los polipéptidos REEP y RTP

Ademas, la presente descripcién proporciona fragmentos de los polipéptidos de REEP y/o RTP (es decir, mutantes
de truncamiento). Cuando se desea la expresiéon de una porcion de la proteina REEP y/o RTP puede ser necesario
afiadir un codon de iniciacion (ATG) al fragmento oligonucleotidico que contiene la secuencia deseada que se va a
expresar. En la técnica se conoce bien que una metionina en la posicion N-terminal se puede escindir
enzimaticamente mediante el uso de la enzima metionina aminopeptidasa (MAP). La MAP se ha clonado en E. coli
(Ben-Bassat y col., J. Bacteriol., 169:751 [1987]) y Salmonella typhimurium y su actividad in vitro se ha demostrado
en proteinas recombinantes (Miller y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:2718-1722 [1990]). Por tanto, la eliminacién
de una metionina en N-terminal, si se desea, se puede conseguir in vivo expresando dichos polipéptidos
recombinantes en un huésped que produce MAP (p. €j., E. colio CM89 o S. cerevisiae), o in vitro mediante el uso de
MAP purificada.

5. Proteinas de fusién que contienen REEP y RTP

La presente descripcién también proporciona proteinas de fusién que incorporan todo o partes de los polipéptidos de
REEP y RTP de la presente invencion. De acuerdo con esto, las secuencias de codificacion para el polipéptido se
pueden incorporar como parte de un gen de fusién que incluye una secuencia de nucledtidos que codifica un
polipéptido diferente. Se contempla que este tipo de sistema de expresion encontrara utilidad en las condiciones en
las que sea deseable producir un fragmento inmunogénico de una proteina REEP y/o RTP . La proteina de la
capside VP6 de rotavirus se puede usar como proteina transportadora inmunoldgica para porciones del polipéptido
REEP y/o RTP, bien en forma monomérica o bien en forma de una particula viral. Las secuencias de acido nucleico
correspondientes a la porcion del polipéptido REEP y/o RTP contra la cual se van a producir anticuerpos se pueden
incorporar en una construccion génica de fusion que incluye secuencias de codificacion para una proteina estructural
tardia del virus vaccinia para producir un conjunto de virus recombinantes que expresan las proteinas de fusiéon que
comprenden una porcion de REEP y/o RTP como parte del virion. Se ha demostrado, con el uso de proteinas de
fusion inmunogénicas que usan las proteinas de fusion del antigeno de superficie de la hepatitis B, que los viriones
de la hepatitis B recombinantes se pueden usar también en esta funcion. De un modo similar, las construcciones
quiméricas que codifican proteinas de fusién que contienen una porcién del polipéptido REEP y/o RTP y la proteina
de la capside del poliovirus se crean para potenciar la inmunogenicidad del conjunto de antigenos polipeptidicos
(véase, por ejemplo, la publicacion EP N° 025949; y Evans y col., Nature 339:385 [1989]; Huang y col., J. Virol.,
62:3855 [1988]; y Schlienger y col., J. Virol., 66:2 [1992]).

Se puede usar el sistema peptidico de multiples agentes para la inmunizacién basada en péptidos. En este sistema
se obtiene una porcién deseada de REEP y/o RTP directamente de la sintesis drgano-quimica del péptido sobre un
nucleo de lisina ramificado oligomérico (véase, por ejemplo, Posnett y col., J. Biol. Chem., 263:1719 [1988]; y
Nardelli y col., J. Immunol., 148:914 [1992]). Los determinantes antigénicos de las proteinas REEP y/o RTP también
se pueden expresar y ser presentados por las células bacterianas.

Ademas de usar proteinas de fusion para potenciar la inmunogenicidad, esta ampliamente apreciado que las
proteinas de fusion pueden también facilitar la expresion de proteinas, tales como la proteina REEP y/o RTP de la
presente invencion. De acuerdo con esto, los polipéptidos de REEP y/o RTP se pueden generar como glutation-S-
transferasa (es decir, proteina de fusién GST). Se contempla que dichas proteinas de fusién GST permitiran una
facil purificacion de los polipéptidos de REEP y/o RTP, tal como mediante el uso de matrices derivadas de glutation
(véase, por ejemplo, Ausabel y col., (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY [1991]).
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Un gen de fusion que codifica una secuencia lider de purificacion, tal como una secuencia del sitio de escision de la
poli-(His)/enteroquinasa en el extremo N de la porcion deseada de un polipéptido de REEP y/o RTP, puede permitir
la purificacién de la proteina de fusién REEP y/o RTP expresada mediante cromatografia de afinidad usando una
resina metdlica de Ni**. La secuencia lider de purificacion se puede eliminar después mediante tratamiento con
enteroquinasa (véase, por ejemplo, Hochuli y col., J. Chromatogr., 411:177 [1987]; y Janknecht y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88:8972).

Las técnicas para fabricar genes de fusion son bien conocidas. Esencialmente, la unién de varios fragmentos de
ADN que codifica diferentes secuencias polipeptidicas se realiza de acuerdo con técnicas convencionales usando
extremos romos o escalonados para la ligadura, digestidn con enzimas de restriccion para proporcionar extremos
adecuados, llenado con extremos cohesivos segun sea adecuado, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar
uniones no deseadas y ligadura enzimatica. El gen de fusidon se puede sintetizar mediante técnicas convencionales,
incluidos sintetizadores de ADN autométicos.

Como alternativa, se puede llevar a cabo la amplificacién de fragmentos génicos usando cebadores de ancla que
dan lugar a salientes complementarios entre dos fragmentos génicos consecutivos que después se pueden hibridar
para generar una secuencia génica quimérica (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology,
anteriormente).

6. Variantes de REEP y RTP

En el presente documento también se describen formas mutantes o variantes de los polipéptidos de REEP y/o RTP
(es decir, luteinas). Es posible modificar la estructura de un péptido que tiene una actividad de REEP y/o RTP de la
presente descripcion para fines tales como potenciar la eficacia terapéutica o profilactica, inactivando la proteina, o
la estabilidad (p. ej., duracidon ex vivo y/o resistencia a la degradacion proteolitica in vivo). Dichos péptidos
modificados se consideran equivalentes funcionales de péptidos que tienen una actividad de las proteinas REEP y/o
RTP objeto como se define en el presente documento. Se puede producir un péptido modificado en el que la
secuencia de aminoacidos se ha alterado, tal como mediante sustitucién, delecion o adicion de aminoacidos.

Las formas variantes de RTP1 incluyen, entre otros, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D, and RTP1-E, RTP1-A1,
RTP1-D1, RTP-D2, RTP-D3, RTP1-A1-A (Quimera 1), RTP1-A1-D2 (Quimera 2), RTP1-A1-D1 (Quimera 3), RTP9-
A1-A (Quimera 4), RTP4-A1D2 (Quimera 5), and RTP4-A1-D1 (Quimera 6).

Ademas, como se ha descrito anteriormente, las formas variantes (p. €j., secuencias mutantes o polimérficas) de las
proteinas REEP y/o RTP objeto también se contemplan como equivalentes de dichos péptidos y las moléculas de
ADN que se establecen con mas detalle en el presente documento. Por ejemplo, como se ha descrito anteriormente,
la presente descripcion abarca proteinas mutantes y variantes que contienen sustituciones de aminoacidos
conservadoras o no conservadoras.

La presente descripcion contempla adicionalmente un procedimiento de generar conjuntos de mutantes
combinatorias de las presentes proteinas REEP y/o RTP , asi como mutantes de truncamiento, y es especialmente
util para identificar potenciales secuencias variantes (es decir, mutantes o secuencias polimérficas) que estan
implicadas en trastornos neuroldgicos (p. €j., trastornos olfativos) o resistencia a trastornos neurolégicos. El objetivo
de la deteccion selectiva de dichas bibliotecas combinatorias es generar, por ejemplo, nuevas variantes de REEP y/o
RTP que pueden actuar como agonistas o antagonistas, o, como alternativa, poseen nuevas actividades en
conjunto.

Por tanto, las variantes de REEP y/o RTP se pueden modificar mediante ingenieria a través del presente
procedimiento para proporcionar una actividad bioldgica alterada (p. ej., aumentada o disminuida). Se pueden
generar variantes derivadas de forma combinatoria que tienen una potencia selectiva con respecto a un REEP y/o
RTP de origen natural. Dichas proteinas, cuando se expresan en construcciones de ADN recombinantes, se pueden
usar en protocolos de terapia génica.

Se pueden proporcionar variantes de REEP y/o RTP que tienen semividas intracelulares espectacularmente
diferentes a la correspondiente proteina silvestre. Por ejemplo, la proteina alterada se puede dar mas estable o
menos estable a la degradacion proteolitica o a otros procesos celulares que tengan como resultado la destruccion
de los polipéptidos de REEP y/o RTP o su inactivacion. Dichas variantes, y los genes que las codifican, se pueden
usar para alterar la localizaciéon de la expresion de REEP y/o RTP mediante modulaciéon de la semivida de la
proteina. Por ejemplo, una semivida corta puede dar lugar a efectos bioldgicos de REEP y/o RTP mas transitorios vy,
cuando son parte de un sistema de expresion inducible, pueden permitir un control mas estrecho de los niveles de
REEP y/o RTP dentro de la célula. Como se ha indicado anteriormente, dichas proteinas, y particularmente sus
construcciones de &cido nucleico recombinante, se pueden usar en protocolos de terapia génica.

Las variantes de REEP y/o RTP se pueden generar mediante el abordaje combinatorio para actuar como
antagonistas, en cuanto a que son capaces de interferir en la capacidad de la correspondiente proteina silvestre
para regular la funcién celular.

En el abordaje de mutagénesis combinatoria, las secuencias de aminoacidos para una poblacién de homadlogos,
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variantes de REEP y/o RTP u otras proteinas relacionadas se pueden alinear, preferentemente para estimular la
mayor homologia posible. Dicha poblacién de variantes puede incluir, por ejemplo, homélogos de REEP y/o RTP de
una o mas especies o variantes de REEP y/o RTP de la misma especie pero que difieren debido a mutacién o
polimorfismos. Los aminoacidos que aparecen en cada posicion de las secuencias alineadas se seleccionan para
crear un conjunto degenerado de secuencias combinatorias.

La biblioteca combinatoria de REEP y/o RTP se puede producir mediante una biblioteca degenerada de genes que
codifica una biblioteca de polipéptidos cada uno de los cuales incluye al menos una porciéon de posibles secuencias
de las proteinas REEP y/o RTP. Por ejemplo, una mezcla de oligonucleétidos sintéticos se pueden ligar
enzimaticamente en secuencias génicas de modo que el conjunto degenerado de posibles secuencias de REEP y/o
RTP se puedan expresar como polipéptidos individuales o, como alternativa, como un conjunto de proteinas de
fusion mas grandes (p. €j., para expresion en fagos) que contienen el conjunto de secuencias de REEP y/o RTP en
las mismas.

Hay muchos modos por los que se puede generar la biblioteca de posibles homdlogos y variantes de REEP y/o RTP
a partir de una secuencia de oligonucleétidos degenerada. Por ejemplo, la sintesis quimica de una secuencia génica
degenerada se puede llevar a cabo en un sintetizador de ADN automatico y los genes sintéticos se ligan en un gen
adecuado para expresion. El fin de un conjunto degenerado de genes es proporcionar, en una mezcla, todas las
secuencias que codifican el conjunto deseado de potenciales secuencias de REEP y/o RTP. La sintesis de
oligonucledtidos degenerados se conoce bien en la técnica (véase, por ejemplo, Narang, Tetrahedron Lett., 39:39 9
[1983]; Itakura y col., Recombinant DNA, en Walton (ed.), Proceedings of the 3rd Cleveland Symposium on
Macromolecules, Elsevier, Amsterdam, pp 273-289 [1981]; Itakura y col., Annu. Rev. Biochem., 53:323 [1984];
Itakura y col., Science 198:1056 [1984]; lke y col., Nucl. Acid Res., 11:477 [1983]). Dichas técnicas se han empleado
en la evolucion dirigida de otras proteinas (véase, p. €j., Scott y col., Science 249:386 [1980]; Roberts y col., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89:2429 [1992]; Devlin y col., Science 249: 404 [1990]; Cwirla y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87: 6378 [1990] asi como las patentes de EE.UU. N° 5.223.409, 5.198.346 y 5.096.815).

Se contempla que los acidos nucleicos de REEP y/o RTP de la presente descripcion (p. ej., SEC ID N° 1-20 y
fragmentos y variantes de los mismos) se pueden usar como acidos nucleicos de partida para la evolucién dirigida.
Esas técnicas se pueden usar para desarrollar variantes de REEP y/o RTP que tienen propiedades deseables, tales
como una actividad biolégica incrementada o disminuida.

La evolucion artificial se puede realizar mediante mutagénesis aleatoria (p. €j., usando PCR propensa a error para
introducir mutaciones aleatorias en una secuencia de codificacion dada). Este procedimiento requiere un ajuste fino
de la frecuencia de mutacion. Como norma general, las mutaciones beneficiosas son raras, mientras que las
mutaciones perjudiciales son infrecuentes. Esto es porque la combinacion de una mutacion perjudicial y una
mutacion beneficiosa a menudo tiene como resultado una enzima inactiva. EI nimero ideal de sustituciones de
bases para genes objetivo normalmente esta entre 1,5 y 5 (Moore y Arnold, Nat. Biotech., 14, 458-67 [1996]; Leung
y col., Technique, 1:11-15 [1989]; Eckert y Kunkel, PCR Methods Appl., 1:17-24 [1991]; Caldwell y Joyce, PCR
Methods Appl., 2:28-33 [1992]; y Zhao y Arnold, Nuc. Acids. Res., 25:1307 [1997]). Tras la mutagénesis, los clones
resultantes se seleccionan segun la actividad deseable (p. ej., deteccion selectiva segun la actividad de REEP y/o
RTP). A menudo son necesarias rondas sucesivas de mutagénesis y seleccion para desarrollar enzimas con
propiedades deseables. Cabe destacar que solo las mutaciones Utiles se pasan a la siguiente ronda de
mutagénesis.

Los polinucledtidos de la presente descripcion se pueden usar en procedimientos de transposicion génica o PCR
sexual (p. €j., Smith, Nature, 370:324-25 [1994]; patentes de EE.UU. n° 5.837.458; 5.830.721; 5.811:238; 5.733.731).
La transposicién genética implica fragmentaciéon aleatoria de varios ADN mutantes, seguido de su reensamblaje
mediante PCR en moléculas de longitud completa. Ejemplos de varios procedimientos de transposicion genética
incluyen, entre otros, ensamblaje tras tratamiento con ADNasa, el procedimiento de extension escalonada (STEP) y
cebado aleatorio en recombinacion in vitro. En el procedimiento mediado por la ADNasa, los segmentos de ADN
aislados de un conjunto de mutantes positivos se escinden en fragmentos aleatorios con ADNasa | y se someten a
multiples rondas de PCR sin cebador afadido. Las longitudes de fragmentos aleatorios se acercan a las del
segmento sin escindir a medida que progresan los ciclos de PCR, lo que tiene como resultado la mezcla de
mutaciones presentes en clones diferentes y la acumulacién en algunas de las secuencias resultantes. Multiples
ciclos de seleccion y SHIFFLING han conducido a la potenciacion funcional de una serie de enzimas (Stemmer,
Nature, 370:398-91 [1994]; Stemmer, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, 10747-51 [1994]; Crameri y col., Nat. Biotech.,
14:315-19 [1996]; Zhang y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 4504 [1997]; y Crameri y col., Nat. Biotech., 15: 436
[1997]). Las variantes producidas mediante evolucion dirigida se puede someter a deteccion selectiva segun la
actividad de REEP y/o RTP mediante los procedimientos descritos en el presente documento.

En la materia se conoce una amplia gama de técnicas para la deteccion selectiva de productos génicos de
bibliotecas combinatorias fabricados mediante mutaciones puntuales y para la deteccién selectiva de bibliotecas de
ADNCc de productos génicos que tienen una propiedad determinada. En general, dichas técnicas seran adaptables
para una deteccion selectiva rapida de bibliotecas génicas generadas mediante la mutagénesis combinatoria o
recombinacion de homélogos o variantes de REEP y/o RTP. Las técnicas mas usadas para la deteccién selectiva de
grandes bibliotecas génicas habitualmente comprende la clonacién de la biblioteca génica en vectores de expresion
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replicables, transformando las células adecuadas con la biblioteca de vectores resultante y expresando los genes
combinatorios en condiciones en las que la deteccidén de una actividad deseada facilita un aislamiento relativamente
facil del vector que codifica el gen cuyo producto se detecto.

7. Sintesis quimica de los polipéptidos de REEP y/o RTP

La secuencia que codifica un REEP y/o RTP se puede sintetizar, completamente o en parte, usando procedimientos
quimicos bien conocidos en la técnica (véase, p. €j., Caruthers, y col., Nucl. Acids Res. Symp. Ser., 7:215 [1980];
Crea and Horn, Nucl. Acids Res., 9:2331 [1980]; Matteucci y Caruthers, Tetrahedron Lett., 21:719 [1980]; y Chow y
Kempe, Nucl. Acids Res., 9:2807 [1981]). La propia proteina se puede producir usando procedimientos quimicos
para sintetizar la totalidad de la secuencia de aminoacidos de REEP y/o RTP o una porcién de la misma. Por
ejemplo, los péptidos se pueden sintetizar mediante técnicas de fase sodlida, se escinden de la resina y se purifican
mediante cromatografia de liquidos preparativa de alto rendimiento (véase, por ejemplo, Creighton, Proteins
Structures And Molecular Principles, W H Freeman y Co, New York N.Y. [1983]). La composicion de los péptidos
sintéticos se puede confirmar mediante analisis o secuenciacion de los aminoacidos (véase, p. €j., Creighton,
anteriormente).

La sintesis peptidica directa se puede realizar usando varias técnicas en fase solida (Roberge Roberge y col.,
Science 269:202 [1995]) y se puede realizar sintesis automatica usando, por ejemplo, el sintetizador peptidico ABI
431A (Perkin Elmer) de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Adicionalmente, durante la
sintesis directa, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de REEP y/o RTP, o cualquier parte de la misma, se
puede alterar durante la sintesis directa y/o combinar mediante procedimientos quimicos con otras secuencias para
producir una variante del polipéptido.

IV. Deteccién de los alelos de REEP y RTP

La presente descripcion proporciona procedimientos de deteccion de la presencia de acidos nucleicos o polipéptidos
de REEP y/o RTP silvestres o variantes (p. ej., mutantes o polimérficos). La deteccidon de polipéptidos de REEP y/o
RTP mutantes encuentra utilidad en el diagndstico de enfermedad (p. €j., trastorno olfativo).

A. Deteccion de alelos variantes de REEP y/o RTP

La presente descripcion proporciona alelos de REEP y/o RTP que aumentan la sensibilidad de un paciente a
trastornos olfativos (p. €j., infecciones de las vias respiratorias altas, tumores de la fosa craneal anterior, sindrome
de Kallmann, sindrome de Foster Kennedy, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y corea de
Huntington).

De acuerdo con lo anterior, la presente descripcion proporciona procedimientos para determinar si un paciente tiene
una sensibilidad mayor a trastornos olfativos (p. €j., infecciones de las vias respiratorias altas, tumores de la fosa
craneal anterior, sindrome de Kallmann, sindrome de Foster Kennedy, enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Alzheimer y corea de Huntington) determinando, directa o indirectamente, si el individuo tiene un alelo variante de
REEP y/o RTP o no. La presente descripcion proporciona procedimientos para proporcionar un pronéstico de un
riesgo incrementado de sufrir un trastorno olfativo a un individuo basandose en la presencia o ausencia de uno o
mas alelos variantes de REEP y/o RTP.

Se dispone de numerosos procedimientos para el analisis de las secuencias de acido nucleico o polipéptidos
variantes (p. ej., mutantes o polimorficas). Los ensayos para la deteccion de variantes (p. €j., polimorfismos o
mutaciones) mediante analisis de los acidos nucleicos entran dentro de varias categorias, incluidos, entre otros,
ensayos de secuenciacion directa, ensayos de polimorfismos de fragmentos, ensayos de hibridacién y analisis de
datos por ordenador. Se dispone de protocolos y kits o servicios comercialmente disponibles para realizar mdltiples
variaciones de estos ensayos. Se pueden realizar ensayos en combinacion o en hibridos (p. ej., diferentes reactivos
o tecnologias de varios ensayos se combinan para dar un ensayo). Los siguientes ejemplos de ensayos son
ensayos de secuenciacion directa Uutiles, ensayos de PCR, analisis mutaciones mediante dHPLC (p. €j., disponible
en Transgenomic, Omaha, NE o Varian, Palo Alto, CA), ensayos de polimorfismos de longitud de fragmento (p. €.,
RFLP o CFLP (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N° 5.843.654; 5.843.669; 5.719.208; y 5.888.780),
ensayos de hibridacion (p. ej., deteccion directa de hibridacién, deteccion de hibridacién usando ensayos de circuitos
de ADN (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N° 6.045.996; 5.925.525; 5.858.659; 6.017.696; 6.068.818;
6.051.380; 6.001.311; 5.985.551; 5.474.796; las publicaciones PCT WO 99/67641 y WO 00/39587, deteccion
enzimatica de la hibridaciéon (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N°. 5.846.717. 6.090.543; 6.001.567,
5.985.557; 5.994.069; 5.962.233; 5.538.848; 5.952.174 y 5.919.626), polimorfismos detectados directa o
indirectamente (p. ej., deteccion de secuencias (otros polimorfismos) que estdn en desequilibrio de unién con el
polimorfismo que se va a identificar; por ejemplo, se pueden usar otras secuencias en el locus SPG-6; este
procedimiento se describe en la patente de EE.UU. N° 5.612.179) y ensayos de espectrometria de masas.

Ademas, los ensayos para la deteccion de las proteinas REEP y/o RTP variantes pueden encontrar utilidad (p. €j.,
procedimientos de traduccion sin células, véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N° 6.303.337) y ensayos de
uniéon a anticuerpos. La generacion de anticuerpos que reconocen especificamente proteinas mutantes frente a
silvestres se trata a continuacion.
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B. Kits para analizar el riesgo de trastornos olfativos

La presente descripcién también proporciona kits para determinar si un individuo contiene o no un alelo o polipéptido
de REEP y/o RTP silvestre o variante (p. ej., polimdrfico o mutante). Los kits pueden ser Utiles para determinar si el
sujeto estan en riesgo de desarrollar un trastorno olfativo (p. €j., infecciones de las vias respiratorias altas, tumores
de la fosa craneal anterior, sindrome de Kallmann, sindrome de Foster Kennedy, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer y corea de Huntington). Los kits para diagnéstico se producen de diversos modos. Los kits
pueden contener al menos un reactivo para detectar especificamente un alelo o proteina mutante de REEP y/o RTP.
El reactivo es un acido nucleico que hibrida con acidos nucleicos que contienen la mutacion y que no se une a
acidos nucleicos que no contienen la mutacion. Los reactivos pueden ser cebadores para amplificar la region del
ADN que contiene la mutacion. Los reactivos pueden ser anticuerpos que se unen, preferentemente, a las proteinas
de REEP y/o RTP silvestres o mutantes.

El kit puede contener instrucciones para determinar si el sujeto esta en riesgo de sufrir un trastorno olfativo (p. ej.,
infecciones de las vias respiratorias altas, tumores de la fosa craneal anterior, sindrome de Kallmann, sindrome de
Foster Kennedy, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y corea de Huntington). Las instrucciones
pueden especificar dicho riesgo de desarrollar un trastorno olfativo y dicho riesgo se puede determinar detectando la
presencia o ausencia de un alelo mutante de REEP y/o RTP en el sujeto, en el que los sujetos que tienen un alelo
mutante tienen un mayor riesgo de desarrollar un trastorno olfativo.

La presencia o ausencia de una mutacion asociada con la enfermedad en un gen de REEP y/o RTP se puede usar
para tomar decisiones terapéuticas u otras de tipo médico. Por ejemplo, se pueden elegir pares con antecedentes
familiares de enfermedades relacionadas con los receptores de olores para concebir un nifio a través de fertilizacion
in vitro y deteccion selectiva genética previa a la implantacion. En este caso, los embriones fertilizados se someten a
deteccion selectiva de alelos mutantes (p. ej., asociados con una enfermedad) de un gen de REEP y/o RTP y solo
se implantan en el utero los embriones con alelos silvestres.

La deteccion selectiva en uUtero se puede realizar en un feto en desarrollo (p. ej., amniocentesis o deteccion selectiva
de vellosidades coridnicas). Se puede efectuar una deteccidon selectiva genética de neonatos o de nifios muy
pequefios. La deteccion precoz de un alelo de REEP y/o RTP que se sabe que esta asociado con un trastorno
olfativo permite una intervencion temprana (p. €j., terapias genéticas o farmacéuticas).

Los kits pueden incluir reactivos auxiliares tales como agentes tampén, reactivos de estabilizacién de acido nucleico,
reactivos de estabilizacién de proteinas y sistemas de produccion de sefial (p. ej., sistemas de generacion de
fluorescencia como sistemas Fret). El kit de ensayo puede estar envasado de cualquier manera adecuada,
normalmente con los elementos en un Unico contenedor o varios contenedores segun sea necesario, junto con una
hoja de instrucciones para llevar a cabo el ensayo. Preferentemente, los kits pueden también incluir una muestra de
control positivo.

C. Bioinformatica

La presente descripcidon proporciona procedimientos para determinar el riesgo de un individuo de desarrollar un
trastorno olfativo (p. €j., infecciones de las vias respiratorias altas, tumores de la fosa craneal anterior, sindrome de
Kallmann, sindrome de Foster Kennedy, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y corea de
Huntington) basandose en la presencia de uno o mas alelos variantes de un gen de REEP y/o RTP. El analisis de
los datos de las variantes se puede procesar con un ordenador usando la informacién almacenada en un ordenador
(p- €j., en una base de datos). Por ejemplo, se proporciona un sistema de investigacién de bioinformatica que
comprende una pluralidad de ordenadores que dirigen un objeto multiplataforma de programaciéon de idioma
orientada (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 6.125.383). En algunas realizaciones, uno de los
ordenadores almacena los datos genéticos (p. €j., el riesgo de poner en contacto un trastorno olfativo relacionado
con REEP y/o RTP asociado con un polimorfismo dado, asi como las secuencias). Uno de los ordenadores puede
almacenar programas de aplicacién (p. €j., para analizar los resultados de los ensayos de deteccion). Después, los
resultados se entregan al usuario (p. €j., mediante uno de los ordenadores o mediante Internet).

Por ejemplo, un programa de andlisis basado en ordenador se puede usar para traducir los datos brutos generados
por el ensayo de deteccion (p. €j., la presencia, ausencia o cantidad de un alelo o polipéptido de REEP y/o RTP
dado) en datos de valor predictivo para un clinico. El clinico puede acceder a los datos predictivos usando cualquier
medio adecuado. Por tanto, la presente descripcion proporciona el beneficio adicional de que el clinico, que no es
probable que esté formado en genética o en biologia molecular, no necesita entender los datos brutos. Los datos se
presentan directamente al clinico en su forma mas util. Después, el clinico podra usar inmediatamente la informacién
con el fin de optimizar los cuidados del sujeto.

La presente descripcidon contempla cualquier procedimiento capaz de recibir, procesar y transmitir la informacioén a y
desde los laboratorios que realizan los ensayos, proveedores de informacién, personal médico y sujetos. Por
ejemplo, se puede obtener una muestra (p. €j., una muestra de biopsia o de suero o de orina) de un sujeto y
someterla a un servicio de perfiles (p. ej., el laboratorio clinico en un centro médico, negocios de perfil genémico
etc.) localizado en cualquier parte del mundo (p. €j., en un pais diferente al pais en el que reside el sujeto o en el que
la informacion se va a usar en ultima instancia) para generar los datos brutos. Cuando la muestra comprende un
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tejido u otra muestra bioldgica, el sujeto puede acudir a un centro médico para que se le extraiga la muestra, que se
enviara al centro de realizacion del perfil, o los sujetos pueden obtener ellos mismos la muestra (p. €j., una muestra
de orina) y enviarla directamente a un centro de realizacion de perfiles. Cuando la muestra comprende informacion
biolégica determinada previamente, el sujeto puede enviar la informacion se puede enviar directamente al servicio
de realizacion de perfiles (p. ej., un ordenador puede escanear una tarjeta de informacion que contiene la
informacién y transmitir los datos a un ordenador del centro de realizacion de perfiles usando un sistema de
comunicacion electronica). Una vez recibida por el servicio de realizacion de perfiles, la muestra se procesa y se
produce un perfil (es decir, la presencia de genes o polipéptidos de REEP y/o RTP silvestres o mutantes), especifico
para la informacién diagnéstica o prondstica deseada por el sujeto.

Después, los datos del perfil se preparan en un formato adecuado para su interpretacion por un clinico encargado
del tratamiento. Por ejemplo, en lugar de proporcionar datos brutos, el formato preparado puede representar un
diagnostico o evaluaciéon de riesgos (p. €j., la probabilidad de desarrollar un trastornos olfativo relacionado con
REEP y/o RTP) para el sujeto, junto con recomendaciones de opciones terapéuticas concretas. Los datos se pueden
mostrar al clinico mediante cualquier procedimiento adecuado. Por ejemplo, el servicio de realizacion de perfiles
genera un informe que se puede imprimir para el clinico (p. €j., en el centro de atencién) o mostrar al clinico en un
monitor de ordenador.

La informacion se puede analizar primero en el centro de atencidon o en una instalacion regional. Después, los datos
brutos se envian a una instalacién de procesamiento central para su posterior andlisis y/o para convertir los datos
brutos en informacién util para un clinico o un paciente. La instalacién de procesamiento central proporciona la
ventaja de privacidad (todos los datos se almacenan en una instalacion central con protocolos de seguridad
uniformes), velocidad y uniformidad de los analisis de datos. A continuacion, la instalacion de procesamiento central
puede controlar el destino de los datos tras el tratamiento del sujeto. Por ejemplo, usando un sistema de
comunicacion electronica, la instalacion central puede proporcionar datos al clinico, al sujeto o a los investigadores.

El sujeto puede ser capaz de acceder directamente a los datos usando el sistema de comunicacién electrénica.
Segun los resultados, el sujeto puede elegir intervencion o asesoramiento adicionales. Los datos se pueden usar
para fines de investigacion. Por ejemplo, los datos se pueden usar para optimizar ademas la asociacion de un alelo
de REEP y/o RTP dado con trastornos olfativos.

V. Generacién de anticuerpos frente a REEP y RTP

La presente descripcion proporciona anticuerpos aislados o fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos FAB), Los
anticuerpos se pueden generar para permitir la deteccién de proteinas REEP y/o RTP (p. €j., silvestres o mutantes)
de la presente invencion. Los anticuerpos se pueden preparar usando varios inmundgenos. El inmunégeno puede
ser un péptido de REEP y/o RTP humano para generar anticuerpos que reconocen REEP y/o RTP humano. Dichos
anticuerpos incluyen, entre otros, policlonales, monoclonales, quiméricos, de cadena sencilla, fragmentos Fab,
bibliotecas de expresion de Fab o anticuerpos recombinantes (p. €j., quiméricos, humanizados etc.), siempre que
puedan reconocer la proteina. Los anticuerpos se pueden producir usando una proteina de la presente invencién
como antigeno de acuerdo con un procedimiento convencional de preparacion de anticuerpos o de antisuero.

Se pueden usar varios procedimientos conocidos en la técnica para la produccidon de anticuerpos policlonales
dirigidos contra un polipéptido de REEP y/o RTP. Para la produccion de un anticuerpo se pueden inmunizar varios
animales huéspedes mediante inyeccion con el péptido correspondiente al epitopo de REEP y/o RTP, incluidos,
entre otros, conejos, ratones, ratas, ovejas, cabras etc. El péptido se puede conjugar con un vehiculo inmunogénico
(por ejemplo, toxoide diftérico, seroalbumina bovina (BSA) o hemocianina de lapa californiana (KLH)). Se pueden
usar varios adyuvantes para aumentar la respuesta inmunoldgica dependiendo de la especie huésped, incluidos,
entre otros, adyuvante de Freund (completo e incompleto), geles minerales (por ejemplo, hidroxido de aluminio),
sustancias de superficie activa (por ejemplo, lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones en
aceite, hemocianina de lapa californiana, dinitrofenol) y adyuvantes humanos potencialmente utiles, tales como BCG
(bacilo de Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum.

Para la preparaciéon de anticuerpos monoclonales dirigidos frente a REEP y/o RTP, se contempla que cualquier
técnica que proporcione la produccién de moléculas de anticuerpos mediante cultivos continuos de lineas celulares
encontraran utilidad con la presente invencion (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Estas incluyen, entre otras, la técnica del hibridoma
inicialmente desarrollada por Kohler y Milstein (Kéhler y Milstein 1975, Nature 256:495-497 [1975]), asi como la
técnica del trioma, la técnica del hibridoma de células B humanas (véase, por ejemplo, Kosbor, y col., Immunol. Tod.
4:72 [1983]) y la técnica del hibridoma con EBV para producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole y col., 1985,
en Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pag. 77-96 [1985]).

Los anticuerpos monoclonales se pueden producir en animales sin gérmenes usando la tecnologia como la descrita
en el documento PCT/US90/02545. Adicionalmente, se contempla que los anticuerpos humanos se generen
mediante hibridomas humanos (Cote y col.,, 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:2026-2030[1983]) o
transformando linfocitos B humanos con el virus de EBV in vitro (Cole y col., 1985, en Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, pag. 77-96 [1985]).
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Ademas, se contempla que las técnicas descritas para la produccion de anticuerpos de cadena sencilla (patente de
EE.UU. 4.946.778) encontraran utilidad en la produccion de anticuerpos de cadena sencilla especificos de REEP y/o
RTP. Se pueden usar las técnicas descritas para la construccion de bibliotecas de expresién de Fab (Huse, y col.,
Science, 246:1275-1281 [1989]) para permitir la identificacion rapida y facil de fragmentos Fb monoclonales con la
especificidad deseada para un polipéptido de REEP y/o RTP.

La presente descripcion contemplé anticuerpos recombinantes o fragmentos de los mismos frente a las proteinas de
la presente descripcidon. Los anticuerpos recombinantes incluyen, entre otros, anticuerpos humanizados o
quiméricos. En la técnica se conocen procedimientos para generar anticuerpos recombinantes (véase, por ejemplo,
las patentes de EE.UU. 6.180.370 y 6.277.969 y "Monoclonal Antibodies" H. Zola, BIOS Scientific Publishers Limited
2000. Springer-Verlay New York, Inc., New York ).

Se contempla que cualquier técnica adecuada para producir fragmentos de anticuerpos encontraran utilidad en la
generacion de fragmentos de anticuerpos que contienen el idiotipo (region de unién al antigeno) de la molécula de
anticuerpo. Por ejemplo, entre estos fragmentos se incluyen: El fragmento F(ab’)2 que se puede producir mediante
digestion con pepsina de la molécula de anticuerpo; los fragmentos Fab’ que se pueden generar mediante la
reduccion de los puentes disulfuro de los fragmentos F(ab’)2 , y los fragmentos Fab que se pueden generar tratando
la molécula de anticuerpo con papaina y un agente reductor.

En la producciéon de anticuerpos, se contempla que la deteccidon selectiva del anticuerpo deseado se efectuara
mediante técnicas conocidas en la materia (por ejemplo, radioinmunoensayo, ELISA (ensayo de inmunosorcién
ligada a enzimas), inmunoensayos de tipo “sandwich”, ensayos inmunoradiométricos, reacciones de precipitacion
con difusion en gel, ensayos de inmunodifusién, inmunoensayos in situ (usando oro coloidal, marcadores
enzimaticos o radiois6topos, por ejemplo), transferencias de tipo western, reacciones de precipitacion, ensayos de
aglutinacion (p. ej., ensayos de aglutinacién en gel, ensayos de hemaglutinacion), ensayos de fijacion del
complemento, ensayos de inmunofluorescencia, ensayos de proteina A y ensayos de inmunoelectroforesis etc.

La unidn del anticuerpo se puede detectar mediante deteccion de un marcador en el anticuerpo primario. El
anticuerpo primario se puede detectar detectando la union de un anticuerpo secundario o reactivo frente al
anticuerpo primario. El anticuerpo secundario puede estar marcado. En la técnica se conocen muchos medios para
detectar la unidon en un inmunoensayo. Como es bien conocido en la técnica, el péptido inmunogénico deberia
proporcionarse sin la molécula vehiculo usada en cualquier protocolo de inmunizacion. Por ejemplo, si el péptido
estaba conjugado con KLH, se puede conjugar con BSA o usarse directamente en un ensayo de deteccion
selectiva).

Los anteriores anticuerpos de la divulgacion se pueden usar en procedimientos conocidos en la técnica en relacion
con la localizacién y la estructura de REEP y/o RTP (p. €j., para transferencia de tipo Western), medicion de los
niveles de los mismos en muestras bioldégicas adecuadas etc. Los anticuerpos se pueden usar para detectar REEP
y/o RTP en una muestra biolégica de un individuo. La muestra bioldgica puede ser un fluido biolégico tal como, ente
otros, sangre, suero, plasma, fluido intersticial, orina, liquido cefalorraquideo y similares, que contienen las células.

Después, las muestras biologicas se pueden analizar directamente para determinar la presencia de REEP y/o RTP
humano usando una estrategia (p. €j., ELISA o radioinmunoensayo) y un formato adecuados (p. €j., micropocillos,
tira reactiva (p. ej.,, como se describe en la publicacién de patente internacional WO 93/03367), etc. Como
alternativa, las proteinas en la muestra se pueden separar por tamafio (p. ej.,, mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE) en presencia o no de dodecilsulfato sédico (SDS) y la presencia de REEP y/o RTP se puede
detectar mediante inmunotransferencia (transferencia de tipo Western). Las técnicas de inmunotransferencia son,
en general, mas eficaces con anticuerpos generados contra un péptido correspondiente a un epitopo de una
proteinay, por tanto, son particularmente adecuadas para la presente invencion.

Otro procedimiento usa anticuerpos como agentes para alterar la transduccidon de la sefal. Se pueden usar
anticuerpos especificos que se unen a los dominios de uniéon de REEP y/o RTP u otras proteinas implicadas en la
sefializacion intracelular para inhibir la interaccién entre las diversas proteinas y su interaccion con otros ligandos.
Los anticuerpos que se unen al complejo también se pueden usar terapéuticamente para inhibir las interacciones del
complejo proteico en las vias de transduccion de sefial que conducen a los diversos efectos fisioldgicos y celulares
de REEP y/o RTP.

Dichos anticuerpos también se pueden usar en diagnostico para medir la expresion anémala de REEP y/o RTP o la
formacion aberrante de complejos proteicos, que puede ser indicativo de un estado de enfermedad.

VI. Terapia génica usando REEP y RTP

La presente invencion también proporciona procedimientos y composiciones adecuadas para terapia génica para
alterar la expresion, produccion o funcion de REEP y/o RTP, para investigacién, generacion de animales
transgénicos y/u otras aplicaciones terapéuticas. Como se ha descrito en lo que antecede, la presente descripcion
proporciona genes de REEP y/o RTP humanos y proporciona procedimientos de obtencion de genes de REEP y/o
RTP de otras especies. Por tanto, los procedimientos que se describen mas adelante son, en general, aplicables en
muchas especies. Se contempla que la terapia génica se realiza proporcionando a un sujeto un alelo silvestre de un
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gen de REEP y/o RTP (es decir, un alelo que no contiene un alelo de enfermedad de REEP y/o RTP (p. €j., libre de
polimorfismos o mutaciones que causan enfermedad)). Los sujetos que necesitan dicha terapia se identifican
mediante los procedimientos descritos en lo que antecede. Se pueden usar acidos nucleicos terapéuticos estables o
transitorios (p. ej., oligonucleétidos antisentido, ARNsi) para reducir o prevenir la expresion de proteinas mutantes.
Los genes se pueden eliminar para reducir o bloquear los sentidos de olfato deseados.

Los vectores virales que normalmente se usa para los procedimientos dirigidos y de terapia in vivo o ex vivo son
vectores basados en ADN y vectores retrovirales. Los procedimientos para construir y usar vectores virales se
conocen en la técnica (véase, por ejemplo, Miller y Rosman, BioTech., 7: 980-990 [1992]). Preferentemente, los
vectores virales son defectuosos en la replicacion, es decir son incapaces de replicarse de forma auténoma en la
célula diana. En general, el genoma de los vectores virales de replicacion defectuosa que se usan carece de al
menos una region que es necesaria para la replicacion de los virus en la célula infectada. Estas regiones se pueden
eliminar (en su totalidad o en parte) o se pueden hacer no funcionales por cualquier técnica conocida por un experto
en la técnica. Estas técnicas incluyen la eliminacion total, sustitucion (por otras secuencias, en particular por el acido
nucleico insertado), delecion parcial o adicién de una o mas bases en una regién esencial (para replicacion). Dichas
técnicas pueden realizarse in vitro (es decir, en el ADN aislado) o in situ, usando las técnicas de manipulacion
genética o mediante tratamiento con agentes mutagénicos.

Preferentemente, el virus de replicacion defectuosa conserva las secuencias de su genoma que son necesarias para
encapsidar las particulas virales. Los vectores virales de ADN incluyen virus de ADN atenuados o defectuosos,
incluidos, entre otros, el virus del herpes simple (VHS), el papilomavirus, el virus de Epstein Barr (EBV), el
adenovirus, el virus adenoasociado (AAV) y similares. Se prefieren virus defectuosos que carecen completamente o
casi completamente de genes virales, ya que los virus defectuosos no son infecciosos después de su introduccion
en una célula. El uso de vectores virales defectivos permite la administracion a las células en un area localizada
especifica, sin tener que preocuparse de que el vector pueda infectar a otras células. Por tanto, un tejido especifico
puede ser una diana especifica. Ejemplos de vectores concretos incluyen, entre otros, vector del virus del herpes 2
defectivo (HSV1) [Kaplitt y col., Molec. Cell. Neurosci. 2:320-330 (1991)], vector del virus del herpes defectivo que
carece del ge de la glicoproteina L (véase, por ejemplo, la publicacion de patente RD 371005 A), u otros vectores del
virus del herpes defectivo (véase, por ejemplo, los documentos WO 94/21807 y WO 92/05263); un vector adenovirus
atenuado, tal como el vector descrito por Stratford-Perricaudet y col. (J. Clin. Invest. 90:626-630 [1992]; véase
también La Salle y col., Science 259:988-990 [1993]); y un vector de virus adenoasociado defectivo (Samulski y col.,
J. Virol. 61:3096-3101 [1987]; Samulski y col., J. Virol. 63:3822-3828 [1989]; Lebkowski y col., Mol. Cell. Biol. 8:3988-
3996 [1988]).

Preferentemente, para la administracion in vivo, se empela un tratamiento inmunosupresor adecuado junto con le
vector viral, por ejemplo vector adenovirus, para evitar la inmunodesactivacién del vector viral y las células
transfectadas. Por ejemplo, las citocinas inmunosupresoras, como la interleucina-12 (IL12), el interferon gamma
(IFN-y) o el anticuerpo anti-CD4, se pueden administrar para bloquear las respuestas humorales o celulares a los
vectores virales. Ademas, es ventajoso emplear un vector viral que se ha sometido a ingenieria para expresar un
numero minimo de antigenos.

El vector puede ser un vector adenovirus. Los adenovirus son virus de ADN eucariéticas que se pueden modificar
para liberar de forma eficiente un acido nucleico de la invencién a diversos tipos celulares. Existen varios serotipos
de adenovirus. De estos serotipos se da preferencia, dentro del alcance de la presente invencion, a los adenovirus
humanos de tipo 2 o de tipo 5 (Ad 2 o Ad 5), o adenovirus de origen animal (véase, por ejemplo, el documento WO
94/26914). Estos adenovirus de origen animal que se pueden usar incluyen adenovirus de origen canino, bovino,
murino (p. €j., Mav1, Beard y col., Virol., 75-81 [1990]), ovino, porcino, aviar y simio (p. ej., SAV). Preferentemente, el
adenovirus de origen animal es un adenovirus canino, mas preferentemente un adenovirus CAV2 (p. je., la cepa
Manhattan o A26/61 (ATCC VR-800)).

Preferentemente, los vectores adenovirus de replicacion defectuosa como se describen en el presente documento
comprenden los ITR, una secuencia de encapsidacion y el acido nucleico de interés. Todavia mas preferentemente,
al menos la region E1 del vector adenovirus es no funcional. La delecion en la regiéon E1 se extiende,
preferentemente, desde los nucledtidos 455 a 3329 en la secuencia del adenovirus Ad5 (fragmento Pvull-Bglll) o de
382 a 3446 (fragmento Hinfll-Sau3A). Otras regiones también se pueden modificar, en concreto la region E3 (p. €j.,
el documento W095/02697), la region E2 (p. ej., el documento W0O94/28938), la regién E4 (p. €j., los documentos
WQ094/28152, W094/12649 y W095/02697), o en cualquiera de los genes tardios L1-L5.

El vector adenoviral puede tener una delecién en la region E1 (Ad 1,0). Ejemplos de adenovirus con delecion de E1
se divulgan en el documento EP 185,573. El vector adenoviral puede tener una delecion en las regiones E1 y E4 (Ad
3,0). Ejemplos de adenovirus con delecion en E1/E4 se divulgan en los documentos W095/02697 y W096/22378. El
vector adenoviral puede tener una delecion en la regién E1 en la que se insertan la regidon E4 y la secuencia de
acido nucleico.

Los adenovirus recombinantes de replicacién defectuosa como se describen en el presente documento pueden
prepararse mediante cualquier técnica conocida por el experto en la técnica (véase por ejemplo, Levrero y col., Gene
101:195 [1991]; documento EP 185 573; y Graham, EMBO J., 3:2917 [1984]). En particular, se pueden preparar
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mediante recombinacién homéloga entre un adenovirus y un plasmido que porta, entre otros, la secuencia de ADN
de interés. La recombinacion homadloga se consigue tras la cotransfeccion del adenovirus y el plasmido en una linea
celular adecuada. La linea celular que se usa debera ser, preferentemente, (i) transformable por los elementos que
se van a usar y (ii) contener las secuencias que son capaces para complementar la parte del genoma del adenovirus
de replicacion defectuosa, preferentemente en forma integrada con el fin de evitar los riesgos de recombinacion.
Ejemplos de lineas celulares que se pueden usar son la linea de células renales embrionarias humanas 293
(Graham y col., J. Gen. Virol., 36:59 [1977]), que contiene la porcién izquierda del genoma de un adenovirus Ad5 (12
%) integrada en su genoma, y lineas celulares que son capaces de complementar las funciones de E1 y E4, como
se ha descrito en las solicitudes WO 94/26914 y WO 95/02697. Los adenovirus recombinantes se recuperan y
purifican usando técnicas de biologia molecular estandar que son bien conocidas por los expertos en la técnica.

Los virus adenoasociados (AAV) son virus de ADN de tamafio relativamente pequefio que se pueden integrar, de un
modo estable y especifico de sitio, en el genoma de las células que infectan. Son capaces de infectar un amplio
espectro de células sin inducir ningun efecto sobre el crecimiento celular, su morfologia o diferenciacién, y no
parecen estar implicados en enfermedades humanas. El genoma de AAV se ha clonado, secuenciado y
caracterizado. Abarca aproximadamente 4.700 bases y contiene una region de repeticion terminal invertida (ITR) de
aproximadamente 145 bases en cada extremo, que sirve como origen de replicacion para el virus. El resto del
genoma se divide en dos regiones esenciales que portan las funciones de encapsidacion: la parte izquierda del
genoma, que contiene el gen rep implicado en la replicacion viral y la expresion de los genes virales; y la parte
derecha del genoma, que contiene el gen cap que codifica las proteinas de la capside del virus.

Se ha descrito el uso de vectores derivados de los AAV para transferir genes in vitro e in vivo (véase, por ejemplo,
los documentos WO 91/18088; WO 93/09239; la patente de EE.UU. N° 4.797.368; la patente de EE.UU. N°
5.139.941; y EP 488 528). Estas publicaciones describen varias construcciones derivadas de AAV en las que los
genes rep ylo cap se delecionan y sustituyen con un gen de interés, y el uso de estas construcciones para transferir
el gen de interés in vitro (en células cultivadas) o in vivo (directamente en un organismo). Los AAV recombinantes de
replicaciéon defectuosa de acuerdo con la invencion se pueden preparar mediante cotransfeccion de un plasmido que
contiene la secuencia de acido nucleico de interés flanqueada por dos regiones de repeticion terminal invertidas
(ITR) de AAV y un plasmido portador de los genes de encapsidacion del AAV (genes rep y cap) en una linea celular
que se infecta con un virus colaborador humano (por ejemplo un adenovirus). Los AAV recombinantes que se
producen se purifican después mediante técnicas estandar.

El gen se puede introducir en un vector retroviral (p. ej., como se describe en la patente de EE.UU. N° 5.399.346.
4.650.764. 4.980.289 y 5.124.263 Mann y col., Cell 33:153 [1983]; Markowitz y col., J. Virol., 62:1120 [1988];
PCT/US95/14575; EP 453242; EP178220; Bernstein y col. Genet. Eng., 7:235 [1985]; McCormick, BioTechnol.,
3:689 [1985]; el documento WO 95/07358; y Kuo y col., Blood 82:845 [1993]). Los retrovirus son virus de integracion
que infectan las células en division. EI genoma del retrovirus incluye dos LTR, una secuencia de encapsidacion y
tres regiones de codificacion (gag, pol y env). En los vectores retrovirales recombinantes, los genes gag, pol y env
normalmente se delecionan, completamente o en parte, y se sustituyen con una secuencia de acido nucleico
heterologo de interés. Estos vectores se pueden construir a partir de diferentes tipos de retrovirus, tales como, VIH,
MoMuLV ("virus Moloney de la leucemia murina" MSV ("virus del sarcoma Moloney murino"), HaSV ("virus del
sarcoma de Harvey virus"); SNV ("virus de la necrosis del bazo"); RSV ("virus del sarcoma de Rous") y virus Friend.
Vectores retrovirales defectuosos también se divulgan en el documento W095/02697.

En general, con el fin de construir retrovirus recombinantes que contienen una secuencia de acido nucleico, se
construye un plasmido que contiene las LTR, la secuencia de encapsidacion y la secuencia de codificacion. Esta
construccion se usa para transfectar una linea celular concentrada, en la que la linea celular puede suministrar en
trans las funciones retrovirales que son deficientes en el plasmido. En general, las lineas celulares concentradas
son, por tanto, capaces de expresar los genes gag, pol y env. Dichas lineas celulares concentradas se han descrito
en la técnica anterior, en particular la linea celular PA317 (patente de EE.UU. N° 4.861.719, la linea celular PsiCRIP
(véase el documento WO090/02806) y la linea celular GP+envAm-12 (véase el documento WO89/07150). Ademas,
los vectores retrovirales recombinantes pueden contener modificaciones dentro de las LTR para suprimir la actividad
transcripcional, asi como secuencias de encapsidacion extensas que pueden incluir una parte del gen gag (Bender y
col., J. Virol.,, 61:1639 [1987]). Los vectores retrovirales recombinantes se purifican mediante técnicas estandar
conocidas por los expertos en la técnica.

Como alternativa, el vector se puede introducir in vivo mediante lipofeccion. Durante la ultima década se ha
producido un uso creciente de liposomas para encapsulacion y transfeccion de acidos nucleicos in vitro. Los lipidos
catiénicos sintéticos disefiados para limitar las dificultades y peligros encontrados con la transfeccién mediada por
liposomas se pueden usar para preparar liposomas para la transfeccion in vivo o un gen que codifica un marcador
(Feigner, et. al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:7413-7417 [1987]; véase también Mackey, y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 85:8027-8031 [1988]; Ulmer y col., Science 259:1745-1748 [1993]). El uso de lipidos catiénicos puede
estimular la encapsulaciéon de acidos nucleicos con carga negativa y también promueve la fusidn con membranas
celulares cargadas negativamente (Felgner and Ringold, Science 337:387-388 [1989]). Compuestos Yy
composiciones lipidicas particularmente ultiles para transferir acidos nucleicos se describen en los documentos
WQ095/18863 y WO96/17823, y en la patente de EE.UU. N° 5.459.127.
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Otras moléculas también son utiles para facilitar la transfeccion de un acido nucleico in vivo, tal como un oligopéptido
cationico (p. €j., el documento W095/21931), péptidos derivados de proteinas de unién a ADN (p. ej., el documento
WQ096/25508), o un polimero catiénico (p. €j., el documento W095/21931).

También es posible introducir el vector in vivo como un plasmido de ADN desnudo. Procedimientos para formular y
administrar ADN desnudo al tejido muscular de mamifero se divulgan en las patentes de EE.UU. N° 5.580.859 y
5.589.466.

Los vectores de ADN para terapia génica se pueden introducir en las células huésped deseadas mediante
procedimientos conocidos en la técnica, incluidos, entre otros, transfeccion, electroporacion, microinyeccion,
transduccién, fusion celular, DEAE dextrano, precipitacion en fosfato calcico, el uso de una pistola génica o el uso de
un transportador del vector de ADN (véase, por ejemplo, Wu y col., J. Biol. Chem., 267:963 [1992]; Wu y Wu, J. Biol.
Chem., 263:14621 [1988]; y Williams y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2726 [1991]). La liberacién de ADN
mediada por receptores también se pueden usar [Curiel y col., Hum. Gene Ther., 3:147 [1992]; y Wu y Wu, J. Biol.
Chem., 262:4429 [1987]).

VII. Animales transgénicos que expresan genes exogenos de REEP y RTP y homdlogos, mutantes y variantes de los
mismos

La presente descripcion contempla la generacién de animales transgénicos que comprenden un gen exdgeno de
REEP y/o RTP u homdlogos, mutantes o variantes de los mismos. El animal transgénico puede exhibir un fenotipo
alterado en comparacion con los animales silvestres. El fenotipo alterado puede ser la sobreexpresion de ARNm
para un gen de REEP y/o RTP en comparacion con los niveles de expresion de REEP y/o RTP silvestres. El fenotipo
alterado puede ser la expresion disminuida de ARNm para un gen de REEP y/o RTP endégeno en comparacion con
los niveles de expresiéon de REEP y/o RTP silvestres. Los animales transgénicos pueden comprender alelos
mutantes de REEP y/o RTP. Los procedimientos para analizar la presencia o ausencia de dichos fenotipos incluyen
transferencia Northern, ensayos de proteccion de ARNm y RT-PCR. Los ratones transgénicos pueden tener una
mutacion defectiva de un gen de REEP y/o RTP. Los animales transgénicos pueden exhibir una sensibilidad
alterada a los trastornos olfativos (p. €j., infecciones de las vias respiratorias altas, tumores de la fosa craneal
anterior, sindrome de Kallmann, sindrome de Foster Kennedy, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer
y corea de Huntington).

Dichos animales encuentran utilidad en aplicaciones de investigacion (p. e€j., identificacion de vias de sefalizacion en
las que participa una proteina de REEP y/o RTP), asi como en aplicaciones de deteccién selectiva de un farmaco (p.
ej., para detectar farmacos que previenen o tratan trastornos olfativos). Por ejemplo, los compuestos de ensayo (p.
ej., un farmaco que se sospecha que es util para tratar un trastorno olfativo) se pueden administrar a los animales
transgénicos y a los animales control con un alelo de REEP y/o RTP silvestre y se pueden evaluar los efectos.
Después, se evaluan los efectos de los compuestos de ensayo y control sobre los sintomas de enfermedad.

Los animales transgénicos se pueden generar mediante diversos procedimientos. Se pueden usar células
embrionarias en varias etapas del desarrollo para introducir transgenes para la produccién de animales
transgénicos. Se usan diferentes procedimientos en funciéon de la etapa de desarrollo de la célula embrionaria. El
cigoto es la mejor diana para la microinyeccion. En el raton, el pronucleo masculino alcanza el tamafo de
aproximadamente 20 micrometros de diametro que permite la inyeccion reproducible de 1-2 picolitros (pl) de
solucion de ADN. El uso de cigotos como diana para la transferencia génica tiene una gran ventaja en cuando a que,
en la mayoria de los casos, el ADN inyectado se incorporara en el genoma del huésped antes de la primera escision
(Brinster y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 4438-4442 [1985]). Como consecuencia, todas las células del animal
tranasgénico no humano portaran el transgen incorporado. En general, esto también se reflejard en la transmision
eficiente del transgen a la descendencia del fundador, dado que el 50 % de las células germinales alojaran el
transgen.

La patente de EE.UU. N° 4.873.191 describe un procedimiento para la microinyeccién de cigotos.

Se puede usar la infeccion retroviral para introducir transgenes en un animal no humano. El vector retroviral se
puede utilizar para transfectar oocitos inyectando el vector retroviral en el espacio perivitelino del oocito (patente de
EE.UU. N° 6.080.912). El embridon no humano en desarrollo se puede cultivar in vitro hasta la etapa de blastocisto.
Durante este tiempo, los blastdmeros pueden ser dianas para la infeccion retroviral (Janenich, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 73: 1260 [1976]). Una infeccion eficiente de los blastémeros se obtiene mediante tratamiento enzimatico para
eliminar la zona peltcida (Hogan y col., en Manipulating the Mouse Embryo, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y. [1986]). El sistema de vector viral usado para introducir el transgen normalmente es un
retrovirus de replicacion defectuosa portador del transgen (Jahner y col., Proc. Natl. Acad Sci. USA 82: 6927 [1985]).
La transfeccién se obtiene facil y eficientemente mediante cultivo de los blastdbmeros en una monocapa de las
células productores de virus (Van der Putten, anteriormente; Stewart, y col., EMBO J., 6: 383 [1987]). Como
alternativa, la infeccion se puede realizar en una etapa posterior. El virus o las células productoras de virus se
pueden inyectar en el blastocele (Jahner y col., Nature 298: 623 [1982]). La mayoria de los fundadores sera mosaico
para el trangen, ya que la incorporaciéon solo se produce en una subpoblaciéon de células que forman el animal
transgénico. Adicionalmente, el fundador puede contener varias inserciones retrovirales del transgen en diferentes
posiciones en el genoma, que generalmente se segregaran en la descendencia. Ademas, también es posible
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introducir transgenes en la linea germinal, pero con baja eficiencia, mediante infeccion retroviral intrauterina del
embrion a mitad de la gestacion (Jahner y col., anteriormente [1982]). Medios adicionales de usar retrovirus o
vectores retrovirales para crear animales transgénicos conocidos en la técnica implican la microinyeccién de
particulas retrovirales o células tratadas con mitomicina C que producen retrovirus en el espacio perivitelino de
huevos fertilizados o embriones tempranos (solicitud internacional de PCR WO 90/08832 [1990], y Haskell y Bowen,
Mol. Reprod. Dev., 40:386 [1995]).

El transgen se puede introducir en células madre embrionarias y las células madre transfectadas se usan para
formar un embridn. Las células ES se obtienen cultivando embriones de preimplantacion in vitro en las condiciones
adecuadas (Evans y col., Nature 292:154-156 [1981]; Bradley y col., Nature 309:255-258 [1984]; Gossler y col.,
Proc. Acad. Sci. USA 83:9065-9069 [1986]; y Robertson y col., Nature 322:445 [1986]) Los transgenes se pueden
introducir de forma eficiente en las células ES mediante transfeccion de ADN a través de procedimientos conocidos
en la técnica, incluidos coprecipitacion en fosfato calcico, fusion de protoplastos y esferoplastos, lipofeccion y
transfeccion mediada por DEAE-dextrano. Los transgenes también se pueden introducir en células ES no humanas
mediante transduccion mediada por retrovirus o mediante microinyeccion. Dichas células ES transfectadas pueden
colonizar después un embrién tras su introduccién en el blastocele de un embrién en estadio de blastocisto y
contribuye a la linea germinal del animal quimérico resultante (para revision, véase Jaenisch, Science 240:1468
[1988]). Antes de la introduccion de células ES transfectadas en el blastocele, las células ES transfectadas pueden
someterse a varios protocolos de la seleccion para enriquecer las células ES que tienen integrado el transgen
suponiendo que el transgen proporciona un medio para dicha seleccién. Como alternativa, la reaccion en cadena de
la polimerasa se puede usar para la deteccion selectiva de células ES que tienen integrado el transgen. Esta técnica
obvia la necesidad de crecimiento de las células ES transfectadas en condiciones selectivas adecuadas antes de la
transferencia al blastocele.

Se puede usar recombinacion homdloga para inactivar la funciéon génica o crear mutantes de delecion (p. €j.,
mutantes en los que se ha delecionado un dominio concreto de REEP y/o RTP). Los procedimientos para la
recombinaciéon homologa se describen en la solicitud de patente de EE.UU. N° 5.614.396.

VIII. Deteccion selectiva de compuestos usando REEP y RTP

El acido nucleico y los polipéptidos aislados de los genes de REEP y/o RTP de la presente descripcion (p. ej., SEC
ID N° 1-50) y proteinas y acidos nucleicos relacionados se pueden usar en aplicaciones de deteccion selectiva de
farmacos para compuestos que alteran (p. €j., potencian o inhiben) la actividad y la sefializacion de REEP y/o RTP.
La presente descripcion también proporciona procedimientos de identificacion de ligandos y vias de sefializacion de
las proteinas de REEP y/o RTP de la presente invencion.

La presente descripcidon no esta limitada a ningun mecanismo concreto. De hecho, no es necesario comprender el
mecanismo para ponerla en practica. No obstante, basandose en los experimentos de analisis de la expresion de
OR realizados durante el transcurso de la presente invencion, se contempla que las proteinas de la familia de REEP
y/o RTP funcionan estimulando la localizacién en la superficie celular del receptor del olor y la expresion funcional.

La presente descripcion proporciona procedimientos de deteccidn selectiva de compuestos segun su capacidad para
alterar la actividad de REEP y/o RTP mediada por ligandos naturales (p. €j., identificados usando los procedimientos
descritos anteriormente). Dichos compuestos encuentran utilidad en el tratamiento de enfermedades mediadas por
REEP y/o RTP (p. €j., trastornos olfativos), la alteracion de las respuestas sensoriales olfativas y similares.

La presente descripcidon proporciona procedimientos de deteccion selectiva de compuestos segun su capacidad para
interaccionar con acido nucleico mutante de REEP y/o RTP y/o polipéptidos mutantes de REEP y/o RTP, al mismo
tiempo que no interaccionan simultaneamente con el acido nucleico silvestre de REEP y/o RTP (p. €j., las SEC ID N°
1-20) y/o polipéptidos silvestres de REEP y/o RTP (p. €j., las SEC ID N° 21-50).

Dichos compuestos encuentran utilidad en el tratamiento de trastornos olfativos facilitados por la presencia de
formas mutantes de acidos nucleicos y/o proteinas de REEP y/o RTP.

La actividad de los OR localizados en la superficie celular en células que expresan polipéptidos exdgenos de REEP
y/o RTP se puede evaluar e respuesta a los compuestos (p. €j., candidatos o ligandos o inhibidores).

Una técnica usa anticuerpos frente a REEP, RTP, u OR generados como se ha tratado anteriormente. Dichos
anticuerpos son capaces de unirse especificamente a los péptidos de REEP, RTP, u OR y compiten con un
compuesto de ensayo por la union a los péptidos de REEP, RTP, u OR. Se pueden llevar a cabo detecciones
selectivas similares con bibliotecas de moléculas pequefias, aptameros etc.

La presente descripcion contempla el uso de lineas celulares transfectadas con genes de REEP y/o RTP y variantes
de los mismos para la deteccion selectiva de compuestos segun su actividad y, en particular, para la deteccion
selectiva de alto rendimiento de compuestos de bibliotecas combinatorias (p. €j., bibliotecas que contienen mas de
10* compuestos). Las lineas celulares de la presente invencidon se pueden usar en diversos procedimientos de
deteccion selectiva. Las células se pueden usar en ensayos de segundo mensajero que monitorizan la transduccion
de sefal tras la activacion de receptores de superficie celular. Las células se pueden usar en ensayos de gen

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2445045 T3

indicador que monitorizan las respuestas celulares a nivel de transcripcidn/traduccion.

En ensayos de segundo mensajero, las células huésped se transfectan, preferentemente, como se ha descrito
anteriormente con vectores que codifican REEP y/o RTP o variantes o mutantes de los mismos. Después, las
células huésped se tratan con un compuesto o pluralidad de compuestos (p. €j., de una biblioteca combinatoria) y se
analiza la presencia o ausencia de una respuesta. Se contempla que al menos algunos de los compuestos de la
biblioteca combinatoria pueden servir como agonistas, antagonistas, activadores o inhibidores de la proteina o
proteinas codificadas por los vectores o de los OR localizados en la membrana celular. También se contempla que
al menos algunos de los compuestos de la biblioteca combinatoria pueden servir como agonistas, antagonistas,
activadores o inhibidores de la proteina que actia antes o después de la proteina codificada por el vector en una via
de transduccién de sefal.

Los ensayos de segundo mensajero pueden medir las sefiales fluorescentes de moléculas indicadoras que
responden a cambios intracelulares (p. ej., concentracion de Ca2+, potencial de membrane, pH, IP3, AMPc’,
liberacion de acido araquidonico) debido a la estimulacion de los receptores de membrana y canales ionicos (p. €j.,
canales ionicos dependientes de ligando; véase Denyer y col., Drug Discov. Today 3:323 [1998]; y Gonzales y col.,
Drug. Discov. Today 4:431-39 [1999]). Ejemplos de moléculas indicadoras incluyen, entre otras, sistemas FRET
(transferencia de energia de resonancia de fluorescencia) (p. ej., Cuo-lipidos y oxonoles, EDAN/DABCYL),
indicadores sensibles a calcio (p. €j., Fluo-3, FURA 2, INDO 1, and FLUO3/AM, BAPTA AM), indicadores sensibles a
cloruro (p. ej., SPQ, SPA), indicadores sensibles a potasio (p. ej., PBFI), indicadores sensibles a sodio (p. ej., SBFI)
e indicadores sensibles a pH (p. ej., BCECF).

En general, las células huésped se cargan con el indicador antes de la exposiciéon al compuesto. Las respuestas de
las células huésped al tratamiento con los compuestos se pueden detectar mediante procedimientos conocidos en la
técnica, incluidos, entre otros, microscopia de fluorescencia, microscopia confocal (p. ej., sistemas FCS), citometria
de flujo, dispositivos microfluidicos, sistemas FLIPR (véase, por ejemplo, Schroeder and Neagle, J. Biomol.
Screening 1:75 [1996]), y sistemas de lectura de placas. La respuesta (p. €j., incremento de la intensidad de la
fluorescencia) producida por el compuesto de actividad desconocida se puede comparar con la respuesta generada
por un agonista conocido y se expresa como un porcentaje de la respuesta maxima del agonista conocido. La
respuesta maxima producida por un agonista conocido se define como una respuesta de 100 %. Asimismo, la
respuesta maxima registrada tras la adicion de un agonista a una muestra que contiene un antagonista conocido o
de ensayo es detectablemente menor que la respuesta del 100 %.

Las células también son utiles en ensayos génicos indicadores. Los ensayos génicos indicadores implican el uso de
células huésped transfectadas con vectores que codifican un acido nucleico que comprende elementos de control de
la transcripcién de un gen diana (es decir, un gen que controla la expresion bioldgica y la funcion de una enfermedad
diana) sometidas a corte y empalme a una secuencia de codificacion para un gen indicador. Por tanto, la activacion
del gen diana tiene como resultado la activacion del producto génico indicador.

Los compuestos de ensayo de la presente descripcion se pueden obtener usando cualquiera de los numerosos
abordajes en procedimientos de bibliotecas combinatorias combinados en la técnica, uncluyend bibliotecas
bioldgicas, bibliotecas peptoides (bibliotecas de moléculas que tienen las funcionalidades de los péptidos pero con
una nueva estructura no peptidica, que son resistentes a la degradacion enzimética pero que, no obstante, siguen
siendo bioactivos; véase, por ejemplo, Zuckennann y col., J. Med. Chem. 37: 2678-85 [1994]); bibliotecas de fase en
solucion o de fase sdlida paralela aborbdable espacialmente; procedimientos de biblioteca sintética que requiere
desconvolucion; el procedimiento de biblioteca de “una perla un compuesto”, y procedimientos con bibliotecas
sintéticas usando seleccion por cromatografia de afinidad. Se prefieren los abordajes de la biblioteca bioldgica y la
biblioteca peptoide para usar con bibliotecas peptidicas, mientras que los otros cuatro abordajes son aplicables a
bibliotecas de oligdbmeros peptidicos, no peptidicos o de moléculas pequefias de compuestos (Lam (1997)
Anticancer Drug Des. 12:145).

También se puede evaluar la capacidad del compuesto de ensayo para modular la unién de REEP y/o RTP a un
compuesto, por ejemplo un receptor de olor. Esto se puede conseguir, por ejemplo, mediante el acoplamiento del
compuesto, por ejemplo el sustrato, con un radioisétopo o marcador enzimatico de modo que la unién del
compuesto, por ejemplo el sustrato, a REEP y/o RTP se puede determinar detectando el compuesto marcado, por
ejempo el sustrato, en un complejo.

Como altrnativa, REEP y/o RTP se acopla con un radioisétopo o marcador enzimatico para monitorizar la capacidad
de un compuesto de ensato para modular la unién de REEP y/o RTP al sustrato de REEP y/o RTP en un complejo.
Por ejemplo, los compuestos (p. €j., sustratos) se pueden marcar con 128 %5 G o °H, bien directa o
indirectamente, y el radioisétopo se puede detectar mediante recuento directo de radioemision o mediante recuento
por centelleo. Como alternativa, los compuestos se pueden marcar enzimaticamente con, por ejemplo, peroxidasa
de rabano, fosfatasa alcalina o luciferasa, y el marcador enzimatico se puede detectar mediante la determinacion de
la conversion de un sustrato adecuado en el producto.

Se puede evaluar la capacidad de un compuesto (p. €j., un receptor de olor) para interaccionar con REEP y/o RTP
con o sin el marcaje de ninguno de los componentes que interaccionan. Por ejemplo, s epuede usar un
microfisidmetro para detectar la interacciéon de un compuesto con REEP y/o RTP sin el marcaje del compuesto ni de
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REEP y/o RTP (McConnell y col. Science 257:1906-1912 [1992]). Como se usa en el presente documento, un
microfisiometro (p. ej., Cytosensor) es un instrumento analitico que mide el indice al cual una célula acidifica su
entorno usando un sensor potenciométrico dirigible por luz (LAPS) Los cambios en este indice de acidificacion se
pueden usar como indicador de la interaccion entre un compuesto y un polipéptido de REEP y/o RTP.

Se puede proporcionar un ensayo sin células en el que la proteina REEP y/o RTP o una porcién biolégicamente
activa de la misma se pone en contacto con un compuesto de ensayo y se evallua la capacidad del compuesto de
ensayo para unirse a la proteina REEP y/o RTP o una porcién biolégicamente activa de la misma. Las porciones
bioldgicamente activas preferidas de las proteinas REEP y/o RTP que se van a usar en ensayos de la presente
invencion incluyen fragmentos que participan en interacciones con sustratos u otras proteinas, por ejemplo
fragmentos con puntuaciones altas de probabilidad en superficie.

Los ensayos sin células implican la preparacién de una mezcla de reaccion de la proteina del gen diana y el
compuesto de ensayo en las condiciones y durante un tiempo suficiente para permitir que los dos componentes
interaccionen y se unan, de modo que formen un complejo que pueda eliminarse y/o detectarse.

La interaccion entre dos moléculas también se puede detectar, por ejemplo, usando transferencia de energia de
fluorescencia (FRET) (véase, por ejemplo, Lakowicz y col., patente de EE.UU. N° 5.631.169; Stavrianopoulos y col.,
patente de EE.UU. N° 4.968.103). Se selecciona un marcador fluoréforo de modo tal que la energia de fluorescencia
emitida por una molécula del primer donante sea absorbida por un marcador fluorescente en una segunda molécula
“aceptora”, que a su vesz es capaz de brillar debido a la energia absorbida.

Como alternativa, la molécula proteica “donante” puede simplemente utilizar la energia fluorescente natural de los
residuos de triptéfano. Se eligen marcadores que emiten diferentes longitudes de onda de luz, de forma tal que la
molécula “aceptora” se pueda diferenciar de la del “donante”. Dado que la eficiencia de la transferencia de energia
entre los marcadores esta relacionada con la distancia que separa las moléculas, se puede evaluar la relacion
espacial entre las moléculas. En una situacién en la que se produce uniéon entre las moléculas, la emisién de
fluorescencia de la molécula “aceptora” marcador en el ensayo debera ser maxima. Un acontencimiento de uniéon
FRET se puede medir de forma conveniente a través de medios de deteccion fluorométrica estandar bien conocidos
en la técnica (p. €j., usando un fluorimetro).

También se pueden identificar los moduladores de la expresion de REEP y/o RTP. Por ejemplo, una célula o una
mezcla sin células se pone en contacto con un compuesto candidato y se evalua la expresion del ARNm o la
proteina de REEP y/o RTP respecto al nivel de expresion del ARNm o la proteina de REEP y/o RTP en ausencia del
compuesto candidato. Cuando la expresion del ARNm o la proteina de REEP y/o RTP es mayor en presencia del
compuesto candidato que en su ausencia, el compuesto candidato se identifica como estimulador de la expresion de
la proteina o el ARNm de REEP y/o RTP. Como alternativa, cuando la expresion de la proteina o el ARNm de REEP
y/o RTP es inferior (estadistica y significativamente menor) en presencia del compuesto candidato que en su
ausencia, el compuesto candidato se identifica como inhibidor de la expresion de la proteina o el ARNm de REEP
y/lo RTP. El nivel de expresion de la proteina o el ARNm de REEP y/o RTP se puede determinar mediante
procedimientos descritos en el presente documento para detectar el ARNm o la proteina de REEP y/o RTP.

Se puede identificar un agente modulador usando un ensayo basado o células o sin células y la capacidad del
agente para modular la actividad de una proteina de REEP y/o RTP se puede confirmar in vivo, por ejemplo en un
animal tal como un modelo de animal de enfermedad (p. ej., un animal con un trastorno olfativo relacionado con
REEP y/o RTP).

B. Agentes terapéuticos

La presente descripcion atafie adicionalmente a agentes nuevos identificados mediante los ensayos de deteccion
selectiva descritos en lo que antecede. De acuerdo con esto, es de interés usar ademas un agente identificado como
se describe en el presente documento (p. €j., un agente modulador o mimético de REEP y/o RTP, un anticuerpo
especifico de REEP y/o RTP, una pareja de unién de REEP y/o RTP o un agonista o inhibidor de OR) en un modelo
animal adecuado (tal como los que se describen en el presente documento) para determinar la eficacia, toxicidad,
efectos secundarios 0 mecanismo de accién del tratamiento con dicho agente. Ademas, como se ha descrito
anteriormente, agentes nuevos identificados mediante los ensayos de deteccidn selectiva descritos anteriormente se
pueden usar para, por ejemplo, tratamientos de trastornos olfativos (p. €j., incluyendo, entre otros, trastornos
olfativos).

IX. Composiciones farmacéuticas que contienen acido nucleico, péptidos y analogos de REEP y RTP

La presente invencion proporciona ademas composiciones farmacéuticas que pueden comprender todas o porciones
de secuencias polinucleotidicas de REEP y/o RTP, polipéptidos de REEP y/o RTP, inhibidores o antagonistas de la
bioactividad de REEP y/o RTP, incluidos anticuerpos solos o en combinacién con al menos otro agente, tal como un
compuesto estabilizante, y pueden administrarse en cualquier transportador farmacéutico estéril biocompatible,
incluidos, entre otros, solucion salina, solucion salina tamponada, dextrosa y agua.

Los procedimientos de la presente invencion encuentran utilidad en el tratamiento de enfermedades o estados
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fisiolégicos alterados caracterizados por alelos mutantes de REEP y/o RTP (p. ej., infecciones de las vias
respiratorias altas, tumores de la fosa craneal anterior, sindrome de Kallmann, sindrome de Foster Kennedy,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y corea de Huntington). Los péptidos se pueden administrar al
paciente por via intravenosa en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como solucién fisioldgica salina. Se
pueden usar procedimientos estandar para la liberacion intracelular de péptidos (p. €j., liberacion mediante
liposomas). Dichos procedimientos son bien conocidos para los expertos habituales en la técnica. Las formulaciones
de la presente invencién son utiles para administracién parenteral, tal como intravenosa, subcutanea, intramuscular
e intraperitoneal. La administracion terapéutica de un polipéptido intracelularmente también se puede conseguir
usando terapia génica como se ha descrito en lo que antecede.

Como es bien conocido en las técnicas médicas, las dosis para un paciente cualquiera pueden depender de muchos
factores, incluidos el tamafo del paciente, el area de superficie corporal, la edad, el compuesto concreto que se va a
administrar, el sexo, la hora y la via de administracion, el estado de salud general y la interaccion con otros farmacos
que se estén administrando de forma concurrente.

De acuerdo con lo anterior, las secuencias de nucledtidos de REEP y/o RTP y de aminoacidos de REEP y/o RTP se
pueden administrar a un paciente en monoterapia o en combinacién con otras secuencias de nucleétidos, farmacos
u hormonas o en composiciones farmacéuticas en las que se mezcla con excipiente(s) u otros vehiculos
farmacéuticamente aceptables. El vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser farmacéuticamente inerte. Las
secuencias de polinucledtidos de de REEP y/o RTP o las secuencias de de aminoacidos de REEP y/o RTP se
pueden administrar en monoterapia a un sujeto individual o que padece una enfermedad.

Dependiendo de la afeccién que se esté tratando, estas composiciones farmacéuticas se pueden formular y
administrar por via sistémica o local. Las técnicas de formulacion y administraciéon se pueden encontrar en la ultima
edicion de Remington's Pharmaceutical Sciences (Ed. Maack Publishing Co, Easton, Pa.). Las vias adecuadas
pueden incluir, por ejemplo, administracion oral o transmucosa, asi como liberacion parenteral, incluida la
administracién intramuscular, subcutanea, intramedular, intratecal, intraventricular, intravenosa, intraperitoneal, o
intranasal.

Para inyeccion, las composiciones farmacéuticas de la invencién se pueden formular en soluciones acuosas,
preferentemente en tampones fisioldgicamente compatibles, tales como solucion de Hank, solucion de Ringer o
solucion salina tamponada fisioldgicamente. Para la administracion tisular o celular, en la formulacién se usan
penetrantes adecuados para atravesar la barrera concreta. Tales penetrantes se conocen generalmente en la
técnica.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden formular usando soportes farmacéuticamente
aceptables bien conocidos en la técnica con posologias adecuadas para la administracion oral. Dichos vehiculos
permiten formular las composiciones farmacéuticas en forma de comprimidos, pildoras, capsulas, liquidos, geles,
jarabes, suspensiones espesas y similares, para ingestion oral o nasal por el paciente que se va a tratar.

Composiciones farmacéuticas adecuadas para usar incluyen composiciones en las que los ingredientes activos
estan contenidos en una cantidad eficaz para alcanzar el propésito previsto.. Por ejemplo, una cantidad eficaz de
REEP y/o RTP puede ser la cantidad que suprime los sintomas relacionados con el trastorno olfativo. La
determinacion de las cantidades eficaces entra bien en de la capacidad de los expertos en la técnica, especialmente
a la luz de la divulgacién proporcionada en el presente documento.

Ademas de los ingredientes activos, estas composiciones farmacéuticas pueden contener vehiculos
farmacéuticamente aceptables que comprenden excipientes y sustancias auxiliares que facilitan el procesamiento de
los compuestos activos en preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente. Las preparaciones formuladas
para administracion oral, puede estar en forma de comprimidos, grageas, capsulas, o soluciones.

Las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion pueden fabricarse de un modo conocido en la técnica,
por ejemplo por medio de procedimientos convencionales mezclado, disolucion, granulacién, formacion de grageas,
trituracion, emulsificacion, encapsulacion, atropamiento o liofilizacion.

Las formulaciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de los compuestos
activos en forma hidrosoluble. Adicionalmente se pueden preparar suspensiones de los compuestos activos como
suspensiones oleosas para inyeccion adecuadas. Los disolventes o vehiculos lipéfilos adecuados incluyen aceites
grasos tales como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo o triglicéridos,
o liposomas. Las suspensiones inyectables acuosas pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la
suspension, tales como carboximetilcelulosa sédica, sorbitol, o dextrano. Opcionalmente, la suspensién también
puede contener estabilizantes o agentes adecuados para aumentar la solubilidad de los compuestos y permitir la
preparacion de soluciones muy concentradas.

Las preparaciones farmacéuticas para uso oral se pueden obtener mediante combinacion de compuestos activos
con excipientes solidos, opcionalmente moliendo una mezcla resultante y procesando la mezcla de granulos, tras
afiadir las sustancias auxiliares adecuadas, si se desea, para obtener nucleos de comprimidos o nucleos de
grageas. Excipientes adecuados son cargas de hidratos de carbono o de proteinas, tales como azucares, incluidos
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lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; almidon de maiz, trigo, arroz, patata; celulosa tal como metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa o carboximetilcelulosa sddica; y gomas, incluidas arabiga y de tragacanto; y proteinas tales
como gelatina y colageno. Si se desea, se pueden afiadir agentes disgregantes o solubilizantes, tales como la
polivinilpirrolidona reticulada, agar, acido alginico o una sal de los mismos, tal como alginato de sodio.

Los nucleos de grageas se proporcionan con recubrimientos adecuados, tales como soluciones de azucar
concentrado, que también pueden contener goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol, polietilenglicol
y/o dioxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos adecuados o mezclas de disolventes. Se pueden
afnadir colorantes o pigmentos a los recubrimientos de comprimidos o grageas para la identificacion de productos o
para caracterizar la cantidad de compuesto activo (es decir dosificacion).

Las preparaciones farmacéuticas que se pueden usar por via oral incluyen capsulas duras fabricadas de gelatina,
asi como capsulas blandas selladas fabricadas de gelatina y un revestimiento tal como glicerol o sorbitol. Las
cépsulas duras pueden contener ingredientes activos mezclados con una carga o aglutinantes, tales como lactosa o
almidones, lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio, y, opcionalmente, estabilizantes. En capsulas
blandas, los compuestos activos pueden disolverse o suspenderse en liquidos adecuados, tales como aceites
grasos, parafina liquida o polietilenglicol liquido con o sin estabilizantes.

Las composiciones que comprenden un compuesto de la descripcion formulado en un vehiculo farmacéutico
aceptable se pueden preparar, introducir en un contenedor adecuado y etiquetarse para el tratamiento de una
afeccion para la que estan indicadas. Para secuencias de polinucleotidos o de aminoacidos de de REEP y/o RTP,
las afecciones indicadas en la etiqueta pueden incluir el tratamiento de una afeccién relacionada con trastornos
olfativos.

La composicion farmacéutica puede proporcionarse en forma de una sal y se puede formar con acidos, incluidos,
entre otros, acido clorhidrico, sulfurico, acético, lactico, tartarico, malico, succinico etc. Las sales tienden a ser mas
solubles en disolventes acuosos u otros proténicos que son las correspondientes formas de base libre. En otros
casos, la preparacion preferida puede ser un polvo liofilizado en histidina 1 mM-50 mM, sacarosa, un 0,1 %-2 % de
sacarosa, un 2 %-7 % de manitol a un intervalo de pH de 4,5 a 5,5 que se combina con tampoén antes de usar.

Para cualquier compuesto usado en el procedimiento de la descripcion, la dosis terapéuticamente eficaz se puede
estimar inicialmente a partir de ensayos con cultivos celulares. Después, preferentemente, la dosis se puede
formular en modelos animales (particularmente modelos murinos) para conseguir un intervalo de concentracién
circulante deseable que ajuste los niveles de REEP y/o RTP.

Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a la cantidad de REEP y/o RTP que alivia los sintomas del estado de
enfermedad. La eficacia terapéutica y la toxicidad de dichos compuestos se pueden determinar mediante
procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para
determinar la DLsg (la dosis letal para el 50 % de la poblacion) y la DEso (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 %
de la poblacion). La relacion de dosis entre efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede
expresarse como la relacion DEso/DLsg. Se prefieren los compuestos que exhiben indices terapéuticos grandes. Los
datos obtenidos de estos ensayos de cultivos celulares y estudios animales adicionales se usan en la formulacién de
in intervalo de dosificaciéon para uso humano. Las dosis de tales compuestos estan, preferentemente, dentro de un
intervalo de concentraciones en circulacién que incluyen la DEsy con poca o nula toxicidad. La dosificacion varia
dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada, la sensibilidad del paciente y la via de
administracion.

Cada médico escoge la dosificacién exacta segun el paciente que va a tratar. La dosificacion y la administracion se
ajustan para proporcionar niveles suficientes del resto activo o para mantener el efecto deseado. Entre los factores
adicionales que se pueden tener en cuenta se incluyen la gravedad de la enfermedad, la edad, el peso y el sexo del
paciente, la dieta, la hora y la frecuencia de administracion, la(s) combinaciones de farmacos, las sensibilidades de
la reaccion vy la tolerancia/respuesta al tratamiento. Las composiciones farmacéuticas de accion prolongada podrian
administrar cada 3 a 4 dias, cada semana o una vez cada dos semanas dependiendo de la semivida y el indice de
aclaramiento de la formulacion concreta.

Las cantidades de dosificacion normales varian de 0,01 a 100.000 microgramos, hasta una dosis total de
aproximadamente 1 g, en funcién de la via de administracion. En la literatura se proporcionan guias en cuanto a
dosificaciones y procedimientos de liberacion (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N° 4.657.760, 5.206.344
0 5.225.212). Los expertos en la técnica usaran diferentes formulaciones para REEP y/o RTP y para los inhibidores
de REEP y/o RTP. La adminisracién en la médula 6sea puede requerir liberacién de un modo diferente de
inyecciones intravenosas.

X. ARN de interferencia (ARNi)

El ARNi representa una defensa celular conservada en la evolucién para controlar la expresion de genes extrafios
en la mayoria de los eucariotas, incluidos los seres humanos. El ARNi procede del ARN bicatenario (dsARN) y
produce degradacion del ARNm especifica de secuencia de ARN monocatenarios diana homadlogos en respuesta al
dsARN. Los mediadores de la degradacion del ARNm son duplex de ARN de interferencia pequefio (siARN) que
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normalmente se producen a partir de dsARN largo mediante escisiéon enzimatica en la célula. Generalmente, los
siARR tienen una longitud de aproximadamente veintiin nucledtidos (p. 2j., 21-23 nucledtidos) y tienen una
estructura de bases pareadas que se caracteriza por dos salientes de nucleétidos en 3. Tras la introduccién de un
ARN pequefio, o ARNi, en la célula, se cree que la secuencia se libera a un complejo enzimatico denominado RISC
(complejo de silenciacion inducido por ARN). El RISC reconoce la diana y la escinde con una endonucleasa. Se
observa que si se liberan secuencias de ARN mas grandes en una célula, la enzima RNAsa Il (Dicer) convierte el
dsARN mas largo en fragmentos de siARN ds de 21-23 nucledtidos.

Los siARN sintetizados quimicamente se han convertido en potentes reactivos para el analisis amplio del genoma de
funcidon génica de mamifro en células somaticas cultivadas. Mas alla de su valor para la validacion de la funcion
génica, los siARN también poseen gran potencial como agentes terapéuticos especificos de gen (Tuschl and
Borkhardt, Molecular Intervent. 2002; 2(3):158-67).

La transfeccion de los siARN en células animales tiene como resultado una potente silenciacion postranscripcional y
duradera de genes especificos (Caplen et al, Proc Natl Acad Sci U.S.A. 2001; 98: 9742-7; Elbashir y col., Nature.
2001; 411:494-8; Elbashir y col., Genes Dev. 2001;15: 188-200; and Elbashir y col., EMBO J. 2001; 20: 6877-88).
Los procedimientos y composiciones para realizar ARNi con siARN se describen en la patente de EE.UU. N°
6.506.559.

Los siARN son extraordinariamente eficaces en la disminucién de cantidades del ARN objetivo y, por extension, de
las proteinas, a con freciencia niveles indetectables. El efecto de silenciacion puede durar varios meses y es
extraordinariamente especifico, ya que un apareamiento erréoneo de nucleotidos entre el ARN diana y la region
central del siARN con frecuencia es suficiente para prevenir la silenciacion Brummelkamp et al, Science 2002;
296:550-3; and Holen et al, Nucleic Acids Res. 2002; 30:1757-66.

XI. ARNi para REEP y RTP

Como se ha tratado anteriormente, la presente descripcion proporciona ARNi para inhibir la expresién del polipéptido
de REEP y/o RTP en las células, los OR o los componentes de las vias implicadas en la expresion de la actividad de
dichos componentes.

A. Disefo y andlisis del ARNi para REEP y/o RTP

Con el fin de disefiar siARN para REEP y/o RTP (p. €j., dirigido al ARNm de REEP y/o RTP) en la técnica se dispone
de herramientas de disefio de software (p. €j., en internet). Por ejemplo, la pagina web de Oligoengine tiene una de
estas herramientas e disefio que encuentra candidatos de ARNi basandose en los criterios de Elbashir (Elbashir et
al, Methods 2002; 26: 199-213). También se pueden usar otras herramientas de disefio, tal como la herramienta de
disefio Cenix Bioscience ofrecida por Ambion. Ademas, también existe el duplex de silenciacién de Si2 ofrecido por
Oligoengine.

También hay programas de software de plegamiento del ARN que permiten determinar si el ARNm tiene una
tendencia a plegarse por si mismo y formar una “horquilla” (que en el caso del dsARNi no es tan deseable, ya que
un objetivo es tener el ARNi unido al ARNm y no a si mismo) Una configuracion preferida es una configuracion
abierta con tres o menos enlaces. En general, es deseable una G delta postiva para mostrar que no tenderia a
plegarse sobre si mismo de forma espontanea.

Las moléculas de siARN candidatas que se generan se pueden someter a deteccion selectiva, por ejemplo, en un
modelo animal de un trastorno olfativo para la evaluacién cuantitativa de la expresion de REEP y/o RTP in vivo
usando técnicas similares como se ha descrito anteriormente.

B. Casetes de expresion

Los siARN especificos de REEP y/o RTP de la presente descripcion se pueden sintetizar quimicamente. La sintesis
quimica se puede cnseguir mediante cualquier procedimiento conocido o descubiertto en la técnica. Como
alternativa, los siARN especificos de REEP y/o RTP de la presente descripcién se pueden sintetizar mediante
procedimientos que comprenden la sintesis mediante transcripcion. La transcripcidon se puede producir in vitro, como
a partir de un molde de AND y el promotor de la ARN polimerasa del bacteriéfago o, in vivo, como a partir de un gen
y un promotor.

El siARN duplex de hebras separadas, en el que las dos hebras se sintetizan por separado y se hibridan, también se
puede sintetizar quimicamente por cualquier procedimiento conocido o descubierto en la técnica.

Como alternativa, los siARN ds se sintetizan mediante procedimientos que comprenden sintesis por transcripcion.
Las dos hebras de la region bicatenaria de un siARN se pueden expresar por separado mediante dos casetes de
expresion diferentes, bien in vitro (p. ej., en un sistema de transcripcion) o in vivo en una célula huésped y, despues,
se unen para formar un duplex.

Por tanto, en otro aspecto, la presente descripcion proporciona una composicion que comprende un casete de
expresion que comprende un promotor y un gen que codifica un siARN especifico de REEP y/o RTP. El siARN
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transcrito puede formar una sola hebra de un siARN duplex de hebras separadas (o bicatenario o ds) de una
longitud de aproximadamente 18 a 25 pares de bases; por tanto, la formacién de siARN ds requiere la transcripcion
de cada una de las dos hebras diferentes de un siARN ds. El término “gen” en el casete de expresion se refiere a
una secuencia de acido nucleico, que comprende secuencias de codificacion necesarias para la produccién de un
siARN. Por tanto, un gen incluye, entre otros, secuencias de codificacién de una hebra de un siARN ds.

En general, un casete de expresion de ADN comprende una molécula de ADN recombinante o sintetizada
quimicamente que contiene al menos un gen, o la secuencia de codificacion deseada para una sola hebra de un
siARN ds, y secuencias de acido nucleico adecuadas necesarias para la expresion de la secuencia de codificacion
unida operablemente, bien in vitro o bien in vivo. La expresién in vitro “puede incluir la expresion en sistemas de
transcripcion y en sistemas de transcripcion / traduccion. La expresion in vivo puede incluir la expresién en una
célula y/u organismo huésped concreto. Las secuencias de acido nucleico necesarias para la expresion en células
procariotas o en un sistema de expresion in vitro son bien conocidas y normalmente incluyen un promotor, un
operador y un sitio de unién al ribosoma, a menudo junto con otras secuencias. Se sabe que los sistemas y células
eucariotas de transcripcion in vitro utilizan promotores, potenciadores y sefiales de poliadenilacion y de terminacion.
Las secuencias de acido nucleico necesarias para la expresion mediante ARN pomimerasas bacterianas (tales como
T3, T7, y SP6), a las que en la técnica se hace referencia como molde de transcripcion, incluyen una hebra de ADN
molde que tiene una region promotora de la polimerasa seguida de la complementaria de la secuencia de ARN
deseada (o la secuencia de codificacion o gen para el siARN). Con el fin de crear un molde de transcripcién, una
hebra complementaria se hibrida con la porcion promotora de la hebra molde.

En cualquiera de los casetes de expresion descritos anteriormente, el gen pude codificar un transcrito que contiene
al menos un sitio de escision, de un modo tal que cuando se escinde tiene como resultado al menos dos productos
de escisién. Dichos productos pueden incluir las dos hebras opuestas del siARN ds. En un sistema de expresion
para la expresion en una célula eucariota, el promotor puede ser constitituvo o inducible; el promtoro también puede
ser especifico de tejido o de o6rgano (p. ej., especifico del 0jo) o especifico de una fase del desarrollo.
Preferentemente, el promotor se localiza en el extremo 5 de la regién transcrita. También se contemplan otros
promotores; dichos promotores incluyen otros promotores de la polimerasa Ill y promotores de microARN.

Preferentementee, un casete de expresién eucariota comprende ademas una sefial de terminacion de la
transcripcion adecuada para usar con el promotor; por ejemplo, cuando el promotor es reconocido por la ARN
polimerasa lll, la sefial de terminacién es una sefal de terminacion de la ARN polimerasa Ill. El casete también
puede incluir sitios para la integracién estable en el genoma de una célula huésped.

C. Vectores

Las composiciones pueden comprender un vector que comprende un gen que codifica un siARN especifico de
REEP y/o RTP o, preferentemente, al menos un casete de expresion que comprende un promotor y un gen que
codifica una secuencia necesaria para la produccién de un siARN especifico de REEP y/o RTP (un gen de siARN).

Los vectores pueden comprender ademas genes marcadores, genes indicadores, genes de seleccion o genes de
interés, tales como genes experimentales. Los vectores pueden incluir vectores de clonaciéon y vectores de
expresion. Los vectores de expresion s epueden usar en sistemas de transcripcién/traduccion in vitro, asi como in
vivo en una célula huésped. Los vectores de expresion usados in vivo en una célula huésped se pueden transfectar
en una célula huésped, bien transitoriamente o bien de forma estable.

Por tanto, un vector también puede incluir sitios para la integracion estable en el genoma de una célula huésped.

Podria ser util para clonar un gend de siARN cadena debajo de un promotor de ARN polimerasa de bacteriéfago en
un plasmido multicopias. De dispone de diversos vectores de transcripcion que contienen promotores de la ARN
polimerasa de bacteriéfago (tal como los promotores de T7). Como alternativa, la sintesis de ADN se puede usar
para afiadir un promotor de ARN polimerasa de bacteriéfago cadena arriba de una secuencia de codificacién de
siARN. El ADN plasmidico clonado, linealizado con una enzima de restriccion, se puede usar después como molde
para la transcripcién (véase, por ejemplo, Milligan, JF and Uhlenbeck, OC (1989) Methods in Enzymology 180: 51-
64).

Los vectores pueden incluir, entre otros, secuencias de ADN cromosomico, no cromosémico y sintético (p. €j.,
derivados de ADN viral, tal como de vaccinia, adenovirus, virus de la virula aviar y seudorrabia). Se contempla que
cualquier vector se pude usr siempre que se exprese en el sistema adecuado (bien in vitro o bien in vivo) y viable en
el huésped cuando se usa in vivo; estos dos criterios son suficientes para la transfeccion transitoria. Para una
transfeccion estable, el vector también es replicable en el huésped.

Los expertos en la técnica conocen un numero elevado de vectores adecuados y comercialmente disponibles.
Vectores de expresion en mamiferos pueden comprender un origen de replicacion, promotores y potenciadores
adecuados, y, también, cualquier sitio de union al ribosoma necesario, sitios de poliadenilacion, sitios donantes y
aceptores de corte y empalme, secuencias de terminacion de la transcripcion y secuencias no transcritas
flanquenantes en 5. Las secuencias de ADN derivadas de los sitios de corte y empalme y de poliadenilacion de
SV40 se pueden usar para proporcionar los elementos genéticos no transcritos requeridos.
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Una secuencia génica en un vector de expresion que no es parte de un casete de expresién que comprende un gen
de siARN (especifico de REEP1, RTP1, RTP2, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D y RTP1-E, RTP1-A1, RTP1-D1,
RTP-D2, RTP-D3, RTP1-A1-A (Quimera 1), RTP1-A1-D2 (Quimera 2), RTP1-A1-D1 (Quimera 3), RTP4-A1-A
(Quimera 4), RTP4-A1-D2 (Quimera 5), y RTP4-A1-D1 (Quimera 6)) puede estar operablemente unida a una o mas
secuencias control de la expresion adecuadas para dirigir la sintesis directa de ARNm. La secuencia génica puede
ser un gen marcador o un gen de seleccion. Los promotores pueden incluir, entre otros, los promotores temprano
intermedio del citomegalovirus (CMV), de la timidina quinasa del virus del herpes simple (VHS) y de la
metalotioneina de ratdn y otros promotores conocidos para controlar la expresion de un gen en células de mamifero
0 sus virus. Los vectores de expresién recombinantes pueden incluir origenes de replicacion y marcadores
seleccionables que permiten la transformacion de la célula huésped (p. €j., resistencia a la dihidrofolato reductasa o
a neomicina para cultivo celular eucariético).

La transcripcion del ADN que codifica un gen se puede aumentar insertando una secuencia potenciadora en el
vector. Los potenciadores son elementos de ADN que actuan en cis, normalmente de una longitud de
aproximadamente 10 a 300 pb, que actiuan sobre el promotor para aumentar la trascripcion. Los potenciadores
pueden incluir, entre otros, un potenciador del promotor temprano del citomegalovirus, el potenciador del polioma en
el lado tardio del origen de replicacién y potenciadores del adenovirus.

Preferentememte, el disefio de un vector esta configurado para liberar el ARNi para una inhibicion mas permanente.
Por ejemplo, el vector de expresion de siARN pSilencer ofrecido por Ambion, el sistema del ARNi pSuper ofrecido
por Oligoengine y el sistema GneSilencer ofrecido por IMGENEX. Estos son todos ellos ARNi basados en vectores
plasmidicos. BD Biosciences ofrecen los vectores RNAi-Ready pSIREN Vectors, que permiten que los vectores
basados en plasmidos y formatos de liberacién en adenovirus o retrovirus. Se espera que en breve Ambion lance un
vector adenoviral para siARN. Para el disefio de un vector, no existen limitaciones respecto al patréon de
plegamiento, ya que no hay motivos de preocupacion en relacion con la formacion de una horquilla o al menos no
hay estudios en los que se encontraran diferencias en el funcionamiento relacionado con el patron de plegamiento
del ARNm. Por tanto, las SEQ ID N° 1-20, por ejemplo, se pueden usar en sistemas de liberacion de un vector (tanto
plasmidico como viral).

Cabe observar que Ambion ofrece una herramienta de disefio para un vector en su pagina web y BD Biosciences
ofrece un manual para el disefio de un vector, ambos Utiles para disefiar vectores para siARN.

D. Transfeccion de células

En otros aspectos mas, la presente descripcidon proporciona composiciones que comprenden células transfectadas
con un casete de expresion de la presente invencidon como se ha descrito anteriormente o con un vector de la
presente invencion, en el que el vector comprende un casete de expresion (o simplemente el gen de siARN) de la
presente invencion, como se ha descrito anteriormente. La célula huésped puede ser una célula de mamifero. Una
célula transfectada puede ser una célula cultivada o un tejido, 6rgano o célula del organismo. Ejemplos especificos
de células huésped cultivadas incuyen, entre otros, células de ovario de hamster chino (CHO), lineas COS-7 de
fibroblastos de rifiédn de mono, lineas celulares 293T, C127, 3T3, HelLa, y BHK. Ejemplos especificos de células
huésped in vivo incluyen tejido tumoral y tejido ocular.

Las células se pueden transfectar de forma transitoria o estable (p. €j., ADN que expresa siARN esta integrado de
forma estable y es expresado por el genoma de la célula huésped). Las células también se pueden transfectar con
un casete de expresion como se ha descrito en el presente documento o se transfectan con un vector de expresion
descrito en el presente documento. Las células transfectadas son células de mamifero cultivadas, preferentemente
células humanas. Pueden ser células de tejido, 6rgano u organismo.

Las células que se van a transfectar in vitro normalmente se cultivan antes de la transfeccién de acuerdo con
procedimientos que son bien conocidos en la técnica, como, por ejemplo, mediante los procedimientos preferidos
como se define en la Coleccion Americana de Cultivos Tisulares. Las células se pueden transfectar con siARN que
se sintetizan exdgenamente (o in vitro o mediante procedimientos quimicos o procedimientos de transcripcion in
vitro) o se pueden transfectar con casetes o vectores de expresion, que expresan siARN dentro de la célula
transfectada.

Las células se pueden transfectar con siARN mediante cualquier procedimiento conocido o descubierto en la técnica
que permite a una célula captar el ARN exdégeno y seguir viable. Ejemplos no limitantes incluyen electroporacion,
microinyeccién, transduccioén, fusién celular, DEAE dextrano, precipitacion en fosfato calcico, uso de una pistola
génica, choque osmatico, choque térmico y electroporacion, y tratamiento con presién. En realizaciones alternativas,
los siARN se introducen in vivo mediante lipofeccion, como han notificado (como, por ejemplo, Elbashir y col. (2001)
Nature 411: 494-498).

Los casetes o vectores de expresion que comprenden al menos un casete de expresion se pueden introducir en las
células huésped deseadas mediante procedimientos conocidos en la técnica, inlciuidos, entre otros, transfeccion,
electroporacion, microinyeccion, transduccion, fusion celular, DEAE dextrano, precipitacion en fosfato célcico, el uso
de una pistola génica o el uso de un transportador del vector de ADN (véase, por ejemplo, Wu y col., (1992) J. Biol.
Chem., 267: 963; Wu and Wu (1988) J. Biol. Chem. , 263: 14621; and Williams y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci.

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2445045 T3

USA 88:272). También se usan abordajes de liberacion de ADN mediada por receptores (Curiel y col., (1992) Hum.
Gene Ther., 3: 147; y Wu y Wu (1987) J. Biol. Chem., 262: 4429). Se pueden usar varios procedimientos para
potenciar la transfeccién de las células. Estos procedimientos incluyen, entre otros, choque osmético, choque
térmico y electroporacion, y tratamiento con presion.

Como alternativa, el vector se puede introducir in vivo mediante lipofeccién. Durante la Gltima década se ha producir
un uso creciente de liposomas para encapsulacion y transfeccion de acidos nucleicos in vitro. Los lipidos cationicos
sintéticos disefiados para limitar las dificultades y peligros encontrados con la transfeccién mediada por liposomas
se pueden usar para preparar liposomas para la transfeccién in vivo de un gen que codifica un marcador. El uso de
lipidos catiénicos puede estimular la encapsulacion de acidos nucleicos con carga negativa y también promueve la
fusion con membranas celulares cargadas negativamente. Composiciones y compuestos lipidicos particularmente
utiles para la tramsferencia de acidos nucleicos se describen en los documentos W095/18863 y W0O96/17823, y en
la patente de EE.UU. N° 5.459.127. Otras moléculas también son utiles para facilitar la transfeccién de un acido
nucleico in vivo, tal como un oligopéptido cationico (p. ej., el documento W095/21931), péptidos derivados de
proteinas de unién a ADN (p. ej., el documento W096/25508), o un polimero catiénico (p. e€j., el documento
W095/21931).

También es posible introducir una secuencia que codifique un siARN in vivo como un ADN desnudo, bien como
vector o como casete de expresion. Procedimeintos para formular y administrar ADN desnudoal tejido muscular de
mamifero se divulgan en las patentes de EE.UU. N° 5.580.859 y 5.589.466.

Normalmente, la transfeccion estable requiere la presencia de un marcador seleccionable en el vector usado para la
transfeccion. Después, las células transfectadas se someten a un procedimiento de seleccion. Generalmente, la
seleccién implica cultivar las células en una sustancia toxica, tal como G418 o higromicina B, de modo que solo las
células que expresan un gen marcador transfectado que confiere resistencia a la sustancia toxica tras la célula
transfectada sobreviven y crecen. Dichas técnicas de seleccion son bien conocidas en la materia. Los marcadores
seleccionables tipidos son bien conocidos e incluyen genes que cofifican resistencia a G418 o higromicina B.

El agente de transfeccion puede ser OLIGOFECTAMINE. OLIGOFECTAMINE es un reactivo de transfeccion basado
en lipidos. Ejemplos adicionles de reactivos de transfeccion basadosen lipidos disefiados para la transfeccion de
ARNi ds son el reactivo Transit-TKO, suministrado por Mirus (Madison, WI) y jetSI, que se introdujo mediante
Polyplus-trasfection SAS. Ademas, el kit de transfeccion Silencer siRNA Transfection Kit proporcionado por Ambion
incluye agentes de transfeccion de amina siPORT de lipidos siPORT. Roche ofrece los reactivos de transfeccion
Fugene 6 que también estan basados en lipidos. Existe una opcién de usar electroporacion en un cultivo celular.
Preferentemente, un sistema de liberacion de vector plasmidico se transfecya en la célula con el agente de
transfeccion OLIGOFECTAMINE suministrado por Invitrogen o con siPORT XP-1 suministtado por Ambion

Se pueden usar determinadas modificaciones quimicas de los ARNis ds, tal como el cambio de lipofilicidad de la
molécula, (p. €j., unidn de los residuos lipdfilos en los extremos 3’ del dsARN). La liberacion de los ARN ds en los
organismos se puede conseguir también mediante procedimientos desarrollados previamente para la aplicaciéon de
oligonucledtidos antisentido, tal como inyeccion de moléculas encapsuladas en liposomas.

E. Kits

La presente descripcion también proporciona kits que comprenden al menos un casete de expresién que comprende
un gen de siARN especifico de REEP y/o RTP. En algunos aspectos, un transcrito del casete de expresion forma un
siARN bicatenario de una longitud de aproximadmanete 18 a 25 pares de bases. El casete de expresioén puede estar
contenido en un vector, como se ha descrito anteriormente, cuando el vector se puede usar en sistemas de
transcripcién o transcripcién/traduccion in vitro o usar in vivo para ransfectr células, bien de forma transitoria o bien
estable.

En otros aspectos, el kit comprende al menos dos casetes de expresién, cada uno de los cuales comprende un gen
de siAR, de forma que al menos un gen codifica una hebra de un siARN que combina con una hebra codificada por
un segundo casete para formar un siARN ds; el siARN ds producido de este modo es cualquiera de las realizaciones
descritas anteriormente. Estos casetes pueden comprender un promotor y una secuencia que codifica una hebra de
un siARN ds. Los dos casetes de expresion pueden estar presentes en un vector sencillo o los dos casetes de
expresion pueden estar presentes en dos vectores diferentes. Un vector con al menos un casete de expresion o dos
vectores diferentes, comprendiendo cada uno un Unico casete de expresién, se puede usar en sistemas in vitro de
transcripcion o transcripcion/traduccion o se pueden usar in vivo para transfectar células, bien de forma transitoria o
bien estable.

En otros aspectos mas, el kit comprende al menos un casete de expresiéon que comprende un gen que codifica dos
hebras separadas de un siARN ds y un sitio de procesamiento entre las secuencias que codifican cada hebra, de un
modo tal que cuando el gen se transcribe, el transcrito se procesa tal como mediante escisiéon, para dar como
resultado dos hebras separadas que se pueden combinar para formar un siARNds, como se ha descrito
anteriormente.

La presehte descripcidon proporciona kits que comprenden: a) una composicion que comprende duplex de ARN de
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interferencia pequefios (siARN) configurados para inhibir la expresion de la proteina REEP y/o RTP, y b) material
impreso con instrucciones para usar la composicion para tratar una célula diana que expresa la proteina de REEP
y/o RTP mediante la expresion del ARNm de REEP y/o RTP en condiciones tales que el ARNm de REEP y/o RTP
se escinde o, por el contrario, se inactiva. El material impreso puede comprender instrucciones para usar la
composicion para tratar enfermedades oculares.

F. Generar siARN especifico de REEP y/o RTP

La presente descripcion también proporciona procedimientos de sintetizar siARN especificos de REEP y/o RTP (p.
ej., TEEP y/o RTP humanos) o especificos de formas mutantes o silvestres de REEP y/o RTP. Los siARN se pueden
sintetizar in vivo o in vitro. En la sintesis in Vitro se incuyen sintesis quimica y sintesis medante transcricion in vitro,
La transcripcion in Vitro se consigue mediante un sistema de transcriocd, como de una ARN polimerasa de
bacteriéfago o en un sistema de transcripcion/traduccion, como ocurre una ARN polimerasa de eucariota, Se
produce sintesis in vivo en una célula huésped transfectada.

Los siARN sintetizados in vitro, bien quimicamente o mediante transcripcion, se usan para transfectar células. Por
tanto, la presente descripcion también proporciona procedimientos de transfectar células huésped con siARN
sintetizados in Vitro mediante transcripcion. La presente descripcién también proporciona rocedimientos de
sienciacon del gen de the REEP y/o RTP in vivo transfectando células con siARN sintetizados in Vitro. Los siARN se
pueden expresar in vitro en un sistema de transcripcién/traduccion de un casete de expresion o vector de expresion,
junto con un vector de expresion que codifica y expresa un gen indicador.

La presente descripcion también proporciona procedimientos de expresion de siARN in vivo transfectando células
con casetes o vectores de expresion que dirigen la sintesis de siARN in vivo. La presente descripcién también
proporciona procedimientos de silenciar genes in vivo transfectando células con casetes o vectores de expresion
que dirigen la sintesis de siARN in vivo.

XIl. Identificacion de ligandos de receptores de olores

La presente descripcion proporciona procedimientos para ideentificar ligandos especificos de recepores de olor. La
presente invencion se define en las reivindicaciones y no esta limitada a un procedimmiento concreto para identificar
ligandos especificos de receptores de olor. La presente descripcion divulga una linea celular (p. €j., una linea celular
heteréloga 293T) que comprende la expresion de un receptor de olor de interés (p. €j., un receptor de olor humano)
localizado en la superficie de la célula, REEP1, RTP1, o una variante del mismo RTP2, y Gqor. La activacion de un
receptor de olor tiene como resultado un incremento del AMPc. Como tal, en algunas realizaciones, la linea celular
comprende ademas un elemento respondedor al AMPc unido a un agente indicador (p. €j., luciferasa) para detectar
activacion del receptor de olor. Una molécula odorifera (p. eje., eugenol) se expone a la linea celular. Si la molécula
odorifera es un ligando especifico del receptor de olor, se puede detectar la expresion de luciferasa o un cambio en
la expresion de la luciferasa (véase, por ejemplo, el Ejemplo 7).

Ejemplos

Para identificar las proteinas auxilialres que estan implicadas en dirigir los OR a la superficie celular se realizd
deteccion selectiva de los genes para inducir la expresiéon en la superficie celular funcional de OR en células
HEK293T (293T). Se descubri6 que REEP1, RTP1, RTP2, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1- D, and RTP1-E,
RTP1-A1, RTP1-D1, RTP-D2, RTP-D3, RTP1-A1-A (Quimera 1), RTP1- A1-D2 (Quimera 2), RTP1-A1-D1 (Quimera
3), RTP4-A1-A (Quimera 4), RTP4-A1-D2 (Quimera 5), y RTP4-A1-D1 (Quimera 6) estimulaban la expresion en la
superficie celular de OR. Estas proteinas son expresadas en neuronas olfativas, interaccionan con las proteinas OR
y potencian las respuestas a los olores cuando se coexpresan con los OR en células 293T.

Ademas, se ha permitido la construccion de un sistema de expresién heterdlogo para identificar nuevos OR que
responden a los olores alifaticos.

Las reivindicaciones se refieren solo a RTP1, RTP1-A1, RTP1-D3 y RTP2.
Ejemplo 1. Identificacion de proteinas auxiliares de los receptores de olor

Después de postular la hipétesis de que los OR de mamifero requieren expresion en la superficie celular de
proteina(s) auxiliar(es) funcional(es) se instaurd una busqueda para detectar dicha(s) molécula(s). Se construyeron
bibliotecas Long-SAGE (andlisis en serie de la expresion génica) (véase, por ejemplo, Saha, S., y col., (2002) Nat
Biotechnol 20, 508-512;) a partir de neuronas olfativas sencillas asi como de neuronas del érgano vomeronasal y se
recogieron los genes que se expresan en estas neuronas. Para identificar los genes candidatos expresados por las
neuronas olfativas también se wusdé un Digital Differential Display (véase, por ejemplo, http:
/lwww.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/info.ddd.shtml). Los genes candidatos se investigaron segun los ORF que codifican
las proteinas asociadas a la membrana. Se seleccionaron los genes con similitudes con chaperonas conocidas y se
clonaron los ADNc de los ADNc del epitelio olfativo. La expresion del ARNm de cada gen se verific6 mediante
hibridacion in situ. Después de aislar y subclonar en vectores de expresion de mamifero, cada ADNc junto con un
OR de raton (MOR203-1) marcado con 20 aminoacidos en N-terminal de la rodopsina (Rho-tag), se transfectaron en
células 293T. Las mediciones se realizaron evaluando si estos clones tenian algun efecto sobre la expresién en la
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superficie celular de los OR mediante tincién de las células vivas usando anticuerpos contra la Rho-tag (véase, por
ejemplo, Laird, D. W., and Molday, R. S. (1988) Invest Ophthalmol Vis Sci 29, 419-428;) Cuando MOR203-1 se
transfecto solo, la tincion de anticuerpos solo detectd expresion ligera en la superficie celular en menos del 1 % de
las células. En la Figura 1 se proporciona un diagrama esquematico que indica el procedimiento de deteccion
selectiva usado en la presente invencion.

Ejemplo 2. REEP y/o RTP potencian la expresiéon de OR en la superficie celular

Dos clones no relacionados (de 61 analizados) potenciaban el nimero y la intensidad de la tincion de la expresion
en la superficie celular de MOR203-1 (véase la Figura 2A). Las proteinas codificadas por estos clones se
denominaron REEP1, por proteina 1 de potenciacion de la expresion del receptor (Receptor Expression Enhancing
Protein 1) y RTP1, por proteina 1 transportadora del receptor (Receptor Transporting Protein 1). Después se
encontré6 RTP2, un pariente cercano de RTP1. RTP2 también potencié la expresion en la superficie celular de
MOR203-1. Después, se analizaron REEP1, RTP1, y RTP2 para detectar un efecto similar en la estimulacion de la
expresion en la superficie celular de otros OR. Cuatro OR diferentes (OREG de raton, olfr62 de raton, OR-S46 de
ratén y |17 de rata) se expresaron en células 293T con o sin REEP1, RTP1 o RTP2. La cotransfeccién de BFP o GFP
demostré que la eficiencia de la transfeccion era consistente (~70 %). Adicionalmente, los OR transfectados con
REEP y/o RTP generaron células mas inmunofluorescentes y sefiales mas fuertes en las células positivas en
comparacioén con los OR sin REEP y/o RTP (véase la Figura 2A). La intensidad de la sefial y el nimero de células
inmunopositivas varié al usar diferentes OR en cada condicion. Por ejemplo, en el caso de |7 de rata, la expresion en
superficie fue significativamente menor que la de otros OR analizados. Sin embargo, las células inmunopositivas
ocasionales solo se observaron cuando se coexpresaron las proteinas auxiliares. Los efectos de RTP1 o RTP2
fueron consistentemente mas sélidos que los de REEP1. La potenciacion de la expresién en la superficie celular fue
especifica de OR y no de otros GPCR: ni REEP y/o RTP potenciaban la expresion del receptor 2 adrenérgico,
mT2R5 (un receptor del gusto amargo de raton) (véase, por ejemplo, Chandrashekar, J., y col. (2000) Cell 100, 703-
711), o un receptor de feromona V2R (VR4) (véase, por ejemplo, Matsunami, H., y Buck, L. B. (1997) Cell 90, 775-
784) (véase la Figura 2A y la Figura 3). Por ultimo, no se observd potenciacion de la expresiéon en la superficie
celular de MOR203-1 cuando se coexpresaban otros miembros de las familias de REEP y RTP (REEP2 yRTP4).

Con el fin de cuantificar los nimeros y la intensidad de las células inmunopositivas, se realizé6 andlisis de
clasificacion celular activadas por fluorescencia (FACS). Para monitorizar la transfeccién y la eficiencia de la tincion
se uso el receptor B2 adrenérgico marcado con HA como control. Mas células se marcaron y la seial fluorescente
fue mas alta cuando se expresaban los OR con las proteinas auxiliares (véanse las Figuras 2B y 2C y la Figura 4).

Ejemplo 3. Los genes de REEP y/o RTP codifican las proteinas transmembrana

EL gen de REEP1 codifica una proteina de 201 aminoacidos que contiene dos supuestos dominios transmembrana
(véase la Figura 5A). La inmunotincién de la proteina REEP1 marcada en el extremo C indican que el extremo C es
extracelular. Las busquedas BLAST identificaron genes homélogos en diversas especies eucariotas. TEEP1 mostro
similitudes limitadas con YOP1 de levadura, HVA22 de cebada y DP1/TB2 humana (véase la Figura 5B). YOP1 esta
implicada en el transporte de vesiculas (véase, por ejemplo, Brands, A., and Ho, T. H. (2002) Plant Physiol
130,1121-1131). La expresion de HVA22 se induce mediante acido abscisico y esta regulada por varias agresiones
ambientales, como temperaturas extremas o deshidratacion (véase, por ejemplo, Chen, C. N., y col. (2002) Plant Mol
Biol 49, 633-644; Shen, Q., y col. (1993) J Biol Chem 268, 23652-23660). DP1/TB2 estan codificados por un gen
delecionado en canceres de colon (véase, por ejemplo, Kinzler, K. W., y col. (1991) Science 253, 661-665) y un
homodlogo de raton DP1 (REEP5) esta regulada por disminucion cuando los mastocitos se desencadena mediante
IgE mas antigeno (véase, por ejemplo, Prieschl, E., y col. (1996) Gene 169, 215-218). En el genoma de ratén,
REEP1 tiene al menos 5 genes homélogos adicionales (designados REEP2-6) (véase la Figura 5B).

Los genes de RTP1 y RTP2 codifican proteinas con 263 y 223 aminoacidos, respectivamente, y comparten una
identidad de secuencia del 73 % a nivel de aminoacidos (véase la Figura 5C). No parece que ninguna proteina tenga
una secuencia sefal, pero todas tienen un unico supuesto dominio transmembrana localizado cerca del extremo C.
La inmunotinciéon de RTP 1 marcada en el extremo C indica que el extremo C es extracelular. Las busquedas en
BLAST del genoma de ratén identificé dos miembros adicionales, RTP3 y RTP4. No se observaron homologos de
RTP obvios fuera de las especies de vertebrados. No obstante, ODR-4 de C. elegans (véase, por ejemplo, Dwyer, N.
D., y col. (1998) Cell 93, 455-466) parece tener la misma topologia de membrana que las RTP.

Ejemplo 4. REEP y/o RTP se expresan especificamente en las neuronas olfativas

El analisis de transferencia de tipo Northern con ARN extraido de varis tejidos de raton revelé6 que REEP 1 y
especialmente RTP1 y RTP2 se expresan mas prominentemente en los 6érganos olfativos y vomeronasal. EI ARN de
REEP1 también se detecté a niveles significativos en el cerebro (véase la Figura 6A). La exposicién prolongada
reveld leves sefiales de RTP1 y RTP2 en el cerebro. No se observd expresion en los testiculos, en los que se
expresa una subpoblacion de OR (véase, por ejemplo, Parmentier, M., y col. (1992) Nature 355, 453-455; Spehr, M.,
y col. (2003) Science 299, 2054-2058).

En el epitelio olfativo, REEP y/o RTP se expresaron especificamente en las neuronas olfativas, que es evidente a
partir de la comparacion con la expresion de OMP, un marcador de las neuronas sensoriales olfativas maduras
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(véase la Figura 6B). Para evitar la hibridacion cruzada entre el ARN de RTP1 y RTP2, que son un 87 % idénticos a
nivel de nucleétidos en la secuencia de codificacion, se usaron las regiones UTR en 3’ no homodlogas como sondas,
ademas de las sondas correspondientes a los marcos de lectura abiertos. Las sefales fueron idénticas. No se
detectd expresion de otros genes de REEP o RTP en las neuronas olfativas, con la excepcion de RTP4, que se
expreso a niveles menores (véase la Figura 6B). Por ultimo, REEP1 fue expresada por una subpoblacion de células
cerebrales (véase la Figura 6C).

Ejemplo 5. REEP1 y RTP1 pueden interaccionar con los OR

Dada la capacidad de REEP y/o RTP para estimula la expresion en la superficie celular de OR, se postuld la
hipétesis de que también pueden interaccionar con proteinas de OR. Esto se evalué usando ensayos de
coinmunoprecipitacion. MOR203-1 marcado con HA y REEP1 marcado con Flag, RTP1 o ICAP-1, un control
negativo (véase, por ejemplo, Zawistowski, J. S., y col. (2002) Hum Mol Genet 11, 389-396) se transfectaron en
células 293T. Después de precipitar los extractos celulares con anticuerpos anti-Flag, las proteinas se eluyeron en
tampon de muestra-SDS a temperatura, tras lo cual se realizd analisis de transferencia de tipo Western para
detectar las proteinas de OR. Las proteinas de OR se detectaron como bandas de alto peso molecular después de
la precipitacion de REEP1 o RTP1 (véase la Figura 7B, calles 1 y 2). La mayoria de un GPCR control, el receptor 2
adrenérgico, no formaron oligdmeros de alto peso molecular usando estas condiciones de elucion. De un modo
similar, cuando las proteinas HA-MOR203-1 se precipitaron, las proteinas REEP1 o RTP1 se coprecipitaron,
mientras que ICAP-1 no se podia detectar (véase la Figura 7C, calles 1, 2 y 3). La presente invenciéon no esta
limitada a ningdn mecanismo concreto. De hecho, no es necesario conocer el mecanismo para la practica de la
presente invencion. Sin embargo, estos resultados indican que REEP1 y RTP1 forman un complejo con OR.

Basandose en la interaccion de las proteinas, se hipotetizé que la expresion funcional de las proteinas auxiliares
podria estar regulada por las proteinas de OR. Cuando solo se transfecté en las células 293T RTP1 marcado con
Flag en el extremo C, se detectd poca sefal en la superficie celular, lo que indica que la mayoria de las proteinas
RTP estaban dentro de las células. Por el contrario, la cotransfeccion de RTP1 y OR potenciaba considerablemente
la RTP1 en la superficie celular (véase la Figura 7D). La presente invencidon no esta limitada a ninguin mecanismo
concreto. De hecho, no es necesario conocer el mecanismo para la practica de la presente invencion. Sin embargo,
estos resultados demostraron una dependencia mutua de los OR y RTP1 para la expresion en la superficie celular e
indicaron que la expresion eficaz en la superficie celular de los OR y RTP1 requiere la formacién de un complejo
receptor relativamente estable entre los dos. Cuando se expres6 REEP1 marcado en el extremo C se observo una
pequefa cantidad de REEP1 en la superficie celular. Al contrario que RTP1, la coexpresion de las proteinas OR no
facilito la expresion en la superficie celular de REEP1 (véase la Figura 7E).

Ejemplo 6. REEP y/o RTP potencian la funcion de los OR

El mal olor provoco una actividad de sefializacion en sistemas de cultivos celulares heterélogos que expresan OR se
han atribuido a una mala expresién en la superficie celular de los OR. La identificacion de REEP y/o RTP permitio
una evaluacioén directa de este tejido. Se us6 un ensayo de gen indicador de la luciferasa en la que un elemento
respondedor a AMPc (CRE) medi6 en la expresiéon del gen de la luciferasa (véase la Figura 8A). Dado que la
activacion de OR conduce a un incremento en el AMPc, la activacién del receptor de olor de ratén OREG por su
ligando eugenol se midié en presencia y ausencia de REEP y/o RTP (véase, por ejemplo, Kajiya, K., y col. (2001) J
Neurosci 21, 6018-6025; Touhara, K., y col., (1999) Proc Natl Acad Sci U S A 96, 4040-4045). Como se ha indicado
anteriormente, el eugenol aumento los niveles de actividad de la luciferasa dependiente de OREG (véase, por
ejemplo, Katada, S., y col. (2003) Biochem Biophys Res Commun 305, 964-969). La coexpresion de OREG con
REEP y/o RTP potencié marcadamente la actividad de la luciferasa dependiente de olor (Figura 8B). Se obtuvieron
resultados similares cuando se aplicaron vainilla o etilvainilla, otros dos ligandos de OREG. Dado que RTP4 también
se expresa a niveles bajos en el epitelio olfativo, esta proteina se coexpresé con OREG, pero esto no produjo un
incremento significativo de la actividad del gen indicador de la luciferasa.

Otros GPCR pueden exhibir un cambio en la especificidad del ligando dependiendo de las proteinas auxilialres
(véase, por ejemplo, McLatchie, L. M., y col. (1998) Nature 393, 333-339). (McLatchie y col., 1998). Para investigar si
REEP1, RTP1, o RTP2 alteran la selectividad del ligando de los OR, se usaron OREG y OR-S46 con sus agonistas
y sustancias quimicas relacionadas. No se observaron cambios sustanciales en la selectividad quimica relativa
cuando los receptores se coexpresaron con las proteinas auxiliares (véase la Figura 8C).

Ejemplo 7. Construccién de un ensayo funcional para identificar las interacciones receptor-olor

Para facilitar el analisis de las interacciones olor-OR, se establecieron lineas celulares 293T que expresan de forma
estable REEP1, RTP1, RTP2 y G, la subunidad alfa de la proteina G que se acopla a OR (véase, por ejemplo,
Belluscio, L., y col. (1998) Neuron 20,69-81; Jones, D. T., y Reed, R. R. (1989). Science 244, 790-795). Para
establece estas células, vectores de expresion linealizados que contienen REEP1, RTP1, RTP2 y ORF de Gqoir S€
transfectaron en células 293T con PGK-Pac (gen de resistencia a puromicina) (véase, por ejemplo, Watanabe, S., y
col. (1995) Biochem Biophys Res Commun 213, 130-137). Entre los clones de resistencia a puromicina, el clon 3A
mostré una gran respuesta al eugenol cuando OREG se transfectdé y se denominé Hana3A. El analisis RT-PCR
indicé que las células Hana3A expresan REEP1, RTP1, RTP2 y Gqor €xégenos (véase la Fgura 9). Se observo
expresion potenciada en la superficie celular cuando OREG u otros OT se transfectaron en células Hana3A y se
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inmunotifieron (véase la Figura 10). Para analizar si las células Hana3A también aumentaban la respuesta del
ligando en el ensayo de la luciferasa, el gen indicador de luciferasa-CRE junto con OREG (marcado con HA), OR-
S46 o OR-S50 se cotransfectaron y estimularon las células con sus ligandos, eugenol, acido nonanoico y acido
nonanodioico, respectivamente (véase, por ejemplo, Malnic, B., y col. (1999) Cell 96, 713-723; Touhara, K., y col.
(1999) Proc Natl Acad Sci U S A 96, 4040-4045). Se observd poca induccion de luciferasa cuando se expresé HA-
OREG en células 293T. Por el contrario, cuando se usaron células Hana3A, se observd una potenciaciéon de la
actividad de la luciferasa tras la estimulacion con eugenol (véase la Figura 8D). Se obtuvieron resultados similares
usando dos OR adicionales, OR-S46 y OR-S50 El gen de OR-S50 no produjo una respuesta de la luciferasa en
células 293T, mientras que el mismo receptor transfectado en las células Hana3A produjo una sélida actividad de
luciferasa (véase la Figura 8D). La expresion de Ggor solo en células 293T tuvo poco o ningun efecto sobre la
activacion de OR usando este ensayo.

Con el fin de confirmar el incremento de la funcion de OR en presencia de REEP1, RTP1 y RTP2, la cantidad de
APMc tras la estimulacién con ligando se midié usando células 293T que expresan Gqof y células Hana3A. Cuando
se transfect6 OREG y se afiadié eugenol para estimular los OR, se produjo mas AMPc en células Hana3A. Por el
contrario, cuando se expresd el receptor 32 adrenérgico y se uso isoproterenol no se observaron diferencias
significativas en la produccion de AMPc (véase la Figura 8E). La presente invencién no esta limitada a ningun
mecanismo concreto. De hecho, no es necesario conocer el mecanismo para la practica de la presente invencion.
No obstante, esto respalda adicionalmente un papel especificos de las proteinas auxiliares en la expresion de OR
funcional.

En estudios previos se demostré que neuronas olfativas sencillas que se activan con alcoholes y acidos alifaticos
expresan OR especificos, principalmente OR de clase | (de tipo fish) (véase, por ejemplo, Malnic, B., y col. (1999)
Cell 96, 713-723; Zhang, X. y Firestein, S. (2002) Nat Neurosci 5, 124-133). Cuatro OR (S6/79, S18, S46 and S50)
analizados previamente usando otras técnicas (véase, por ejemplo, Malnic, B., y col. (1999) Cell 96, 713-723) se
analizaron contra un panel de ensayos de alcoholes alifaticos, aldehidos y acidos, y algunos otros olores.
Adicionalmente, se analizaron cinco OR “huérfanos” de clase | (MOR23-1, MOR31-4, MOR31-6, MOR32-5 y
MORS32-11) cuyos ligandos afines se desconocian. A una concentracion superior al umbral de 100 uM, todos estos
OR eran selectivos del olor, respondiendo a Unicamente una pequefia subpoblacion de los olores analizados (véase
la Figura 11A). Esta especificidad se retuvo a concentraciones menores mas fisioldgicamente relevantes. Muchos de
estos OR respondieron a olores presentes a concentraciones micromolares. La expresién en la superficie celular de
estos OR se evalué mediante inmunofluorescencia de células vivas. Algunos OR (S18, MOR31-4, MOR31-6 y
MOR32-5) se expresaron fuertemente, mientras que otros OR (S6, S50, MOR23-1, MOR32-11) se expresaron
débilmente (véase la Figura 12). La presente invencion no esta limitada a ningiin mecanismo concreto. De hecho, no
es necesario conocer el mecanismo para la practica de la presente invencion. No obstante, estos resultados
sugieren que una expresion débil fue suficiente para producir una respuesta significativa a los olores a
concentraciones fisiolégicamente relevantes. Por ultimo, se analizaron dos OR huérfanos de clase Il adicionales,
MOR203-1 y olfr62, contra un panel de 139 olores. MOR203-1 respondié a concentraciones altas de acido
nonanoico (véase la Figura 11B). O1fr62 respondié a cumarina y piperonal (véase la Figura 11C). Después se
analizaron varios compuestos aromaticos relacionados y se identificé la 2-coumaranona como ligando preferido para
olfr62 (véase la Figura 11C). Cuando se usaron células 293T parentales para estos OR en este ensayo de
luciferasa, se observé poca o ninguna respuesta a los olores. La presente invencion no esta limitada a ningun
mecanismo concreto. De hecho, no es necesario conocer el mecanismo para la practica de la presente invencion.
No obstante, estos resultados también demuestran la importancia de REEP y/o RTP en la expresion funcional de
OR.

Ejemplo 8. Funciéon de REEP y/o RTP durante el plegamiento, transporte y/o reconocimiento del olor por el
receptor

La expresion de GPCR es un proceso complejo que incluye plegamiento de la proteina, modificaciones
postraduccionales y transporte a través de los compartimentos celulares, incluyendo el RE y el aparato de Golgi.
Adicionalmente, las prueba sindican que dirigir adecuadamente los GPCRa la membrana plasmatica puede implicar
homo o heterodimerizaciéon (véase, por ejemplo, Angers, S., y col. (2002) Annu Rev Pharmacol Toxicol 42, 409-
435). La presente invencién no esta limitada a ningln mecanismo concreto. De hecho, no es necesario conocer el
mecanismo para la practica de la presente invencion. No obstante, aunque REEP y/o RTP pueden funcional en
cualquiera de estas etapas de expresion de OR, se presentan tres posibilidades en la Figura 13 con respecto a su
posible interaccion.

En primer lugar, REEP y/o RTP estimulan el correcto plegamiento de los OR en el RE. NinaA, un homdélogo de la
ciclofilina de Drosophila, se identificé como una proteina chaperona para la rodopsina y se pensé que facilitaba el
correcto plegamiento (véase, por ejemplo., Baker, E. K., y col. (1994) Embo J 13, 4886-4895; Shieh, B. H., y col.
(1989) Nature 338, 67-70). Los homdlogos en plantas de REEP1, HVA22, son genes inducidos por estrés y pueden
permitir que las plantas toleren condiciones adversas (véase, por ejemplo, Chen, C. N., y col. (2002) Plant Mol Biol
49, 633-644; Shen, Q., y col. (1993) J Biol Chem 268, 23652-23660). La presente invencién no esta limitada a
ningun mecanismo concreto. De hecho, no es necesario conocer el mecanismo para la practica de la presente
invencion. No obstante, aunque no se conocen los papeles precisos de HVA22, dado que una serie de proteinas
inducidas por estrés, tales como las proteinas del choque térmico, funcionan como chaperonas, se puede concebir
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que HVA22 y, por analogia quiza REEP1, actian como chaperonas para estimular el crecimiento.

En segundo lugar, REEP1, RTP1, and RTP2 facilitan el transporte de vesiculas/cargas especificos que incluyen OR.
Compatible con esta idea, un homdélogo de REEP1 en levadura, YOP1, se ha implicado en el transporte de vesiculas
mediado por Rab (véase, por ejemplo, Brands, A., and Ho, T. H. (2002) Plant Physiol 130-1131; Calero, M. (2001) J
Biol Chem 276, 12100-12112). En C. elegans una subunidad adaptadora de la clatrina, UNC-101, participa en el
trafico de receptores quimiosensoriales a los cilios olfativos (véase, por ejemplo, N. D., y col., (2001) Neuron 31,
277-287).

En tercer lugar, REEP1, RTP1, y RTP2 actuan como coreceptores con los OR. Como se muestra en la Figura 7D, la
expresion en la superficie celular de RTP1 se potencia mediante la coexpresiéon de OR. Los OR pueden contener
sefiales de retencion en el RE que estan enmascaradas por la asociacion con RTP (o REEP1), un mecanismo
similar a la regulacion de la expresion en la superficie celular del receptor GABA(B)R1 mediante la asociacion de
GABA(B)R2 (véase por ejemplo, Jones, K. A., y col. (1998) Nature 396, 674-679; Kaupmann, K., y col. (1998) Nature
396, 683-687; White, J. H., y col. (1998) Nature 396, 679-682). Los REEP y RTP pueden tener papeles diferentes o
complementarios, una hipotesis que es compatible con la ausencia de cualquier similitud de la secuencia de
aminoacidos o motivos de secuencia especificos.

La presente invencion no esta limitada a ningun mecanismo concreto. De hecho, no es necesario conocer el
mecanismo para la practica de la presente invencién. No obstante, los tres papeles indicados anteriormente son
razonables para REEP 1, RTP 1 and RTP2; sin embargo no se excluyen otras posibles funciones. Aunque no se
observaron cambios en la especificidad de ligando de OREG o OR-S46 cuando se expresan con REEP1, RTP1 o
RTP2, es posible que si desempefien un papel en la modulacion de los perfiles de reconocimiento de algunos OR.
Por ejemplo, diferentes miembros de RAMP cambian la especificidad de ligando del receptor de tipo receptor de la
calcitonina (CRLR), un miembro de los GPCR. CRLR expresado con RAMP1 funciona como receptor de CGRP,
mientas que CRLR expresado con RAMP2 funciona como receptor de la adrenomedulina (véase, por ejemplo,
McLatchie, L. M., y col. (1998) Nature 393, 333-339).

La presente invencion no esta limitada a ningdn mecanismo concreto. De hecho, no es necesario conocer el
mecanismo para la practica de la presente invencion. No obstante, muchos GPCR, incluyendo los receptores de
feromonas V1R (véase, por ejemplo, Dulac, C., y Axel, R (1995) Cell 83, 195-206), T2R taste receptors (see, e.g.,
Adler y col. (2000) Cell 100, 693-702; Matsunami, H., Montmayeur, J. P., y Buck, L. B. (2000) Nature 404, 601-604),
el receptor a2C adrenérgico (véase, por ejemplo, Hurt, C. M., y col. (2000) J Biol Chem 275, 35424-35431), y el
receptor de la hormona liberaodra de tirotropina (véase, por ejemplo, Yu, R., y Hinkle, P. M. (1997) Mol Pharmacol
51, 785-793), parecen requerir cofactor(es) para su expresion en la superficie celular. Por tanto, los miembros de
REEP y RTP pueden regular el trafico de dichos GPCR. Los analisis de hibridacion In situ han mostrado que
REEP3, REEP5, RTP1 y RTP2 se expresan en las neuronas VNO. Ademas, los miembros de REEP se expresan de
forma diferencial en una subpoblacion de células cerebrales (M.M. and H.M., observaciones no publicadas). La
estrategia para crear una lista de genes expresados en tipos celulares especificos usando SAGE y/o Digital
Differential Display y deteccion selectiva de los genes que estimulan la expresion en la superficie celular de los
receptores podria aplicarse en dichos casos.

Ejemplo 9. REEP y/o RTP permiten investigaciones de las interacciones receptores de olores-olores

Se ha establecido un sistema de expresiéon que permite la identificacion rapida de los ligandos para OR. Este
sistema se analizé con doce OR. Cuatro de los OR analizados (S6/18, S18, S46 y S50) se expresaron en neuronas
olfativas sencillas que responden a olores alifaticos (véase, por ejemplo, Malnic, B., y col. (1999) Cell 96, 713-723).
Los perfiles de respuesta de OR-550, pero no los de OR-S18, estaban de acuerdo con el informe previo (véase, por
ejemplo, Malnic, B., y col. (1999) Cell 96, 713-723). En estudios previos, las neuronas olfativas S6 and S79
expresaron el mismo OR (OR-S6/S79) y ambos respondieron al acido nonanodioico, aunque solo la neurona olfativa
S79 respondié a dos olores, acido heptanoico y acido octanoico (véase, por ejemplo, Malnic, B., y col. (1999) Cell
96, 713-723). En experimentos realizados durante el curso de la presente invencion, OR-S6/S79 respondié al acido
nonanodioico peor no al acido heptanoico o al acido octanoico. La presente invencion no esta limitada a ningun
mecanismo concreto. De hecho, no es necesario conocer el mecanismo para la practica de la presente invencion.
No obstante, estos resultados respaldan el perfil de respuesta S6 de la neurona olfatoria. Las diferencias pueden
deberse a la variacion de las respuestas cuando se registran de neuronas olfativas sencillas. Cuando se registraron
multiples neuronas olfativas sencillas que expresaban el mismo OR contra el mismo conjunto de olores usando
imagenes de calcio, sus perfiles de respuesta fueron similares pero diferentes (véase, por ejemplo, Bozza, T., y col.
(2002) J Neurosci 22, 3033-3043).

Se identificaron siete nuevos OR que respondieron a diferentes olores en los paneles de ensayo. La presente
invencion no estd limitada a ningun mecanismo concreto. De hecho, no es necesario conocer el mecanismo para la
practica de la presente invencion. No obstante, estos resultados demuestran la aplicabilidad de este sistema para
descodificar la especificidad de ligando de los OR. Los perfiles de los OR en respuesta a varios olores son
comparables con la idea de “codigo receptor combinatorio”, en el que un OR responde a multiples olores
relacionados y un olor activa multiples receptores (véase, por ejemplo, Kajiya, K., y col. (2001) J Neurosci 21, 6018-
6025; Malnic, B., y col. Cell 96, 713-723).
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En los experimentos realizados durante el curso de la presente invencion, no solo tres OR de clase | (S46, MOR23-
1, MOR31-4) sino que también MOR203-1, un OR de clase IlI, respondieron al acido nonanoico. La presente
invencion no esta limitada a ningin mecanismo concreto. De hecho, no es necesario conocer el mecanismo para la
practica de la presente invencion. No obstante, estos resultados indican que OR muy diferentes pueden responder a
la misma sustancia quimica, como MOR203-1 y otros OR de acido nonanoico (MOR23-1, MOR31-4 y S46) son solo
un 29-32 % idénticos. OIfr62 es uno de los OR estrechamente relacionados localizados cerca de o en el locus IVA,
implicado en la sensacién del acido isovalérico, (véase, por ejemplo Griff, I. C., y Reed, R. R. (1995) Cell 83, 407-
414; Zhang, X., and Firestein, S. (2002) Nat Neurosci 5, 124-133). En experimentos realizados durante el curso de la
presente invencion, olfr62 no respondié al acido isovalérico pero si respondié a la coumarina y a otros compuestos
aromaticos relacionados (véase la Figura 11C). También se analizaron otros ocho OR localizados cerca del locus
IVA, pero ninguno de ellos respondié al acido isovalérico. La presente invencién no esta limitada a ningun
mecanismo concreto. De hecho, no es necesario conocer el mecanismo para la practica de la presente invencion.
No obstante, estos resultados sugieren que estos OR no estan implicados en la deteccion con acido isovalérico.

La presente invencion no esta limitada a ningun mecanismo concreto. De hecho, no es necesario conocer el
mecanismo para la practica de la presente invencion. No obstante, el sistema de expresion funcional de OR junto
con la anotacién de practicamente todos los OR en los genomas de ratén y humano (véase, por ejemplo, Glusman,
G., y col. (2001) Genome Res 11, 685-702; Young, J. M., y col. (2002) Hum Mol Genet 11, 535-546; Zhang, X., y
Firestein, S. (2002) Nat Neurosci 5, 124-133; Zozulya, S., y col. (2001) Genome Biol 2, 18), proporciona un
plataforma para investigar la interaccion OR-olor de mamifero de un modo exhaustivo.

Ejemplo 10. Analisis Long-SAGE de una célula

Se realiz6 una RT-PCR de una célula como se ha descrito (véase, por ejemplo, Brady, G., e Iscove, N. N. (1993)
Methods Enzymol 225, 611-623; Dulac, C., y Axel, R. (1995) Cell 83, 195-206; Matsunami, H., y Buck, L. B. (1997)
Cell 90, 775-784) con modificaciones. Brevemente, los tejidos olfativos de ratéon adulto se disociaron con dispasa
(Invitrogen) y colagenasa (Invitrogen). Células Unicas se escogieron con un microscopio invertido usando un
micromanipulador y se transfirieron a 4,75 ul de mezcla de lisis (1 x tampén para PCR (Roche), MgCl» 1,5 mM, dNTP
50uM, 200 ng/mg del cebador de anclaje (biotina-TATAGAATTCGCGGCCGCTCGCGA (T) 24), 0,3 U/ul del inhibidor
de la Prime RNasa (Eppendorf), y 0,4U/ul de rRNasin (Promega). Los tubos de PCR que contenian las células
lisadas se calentaron hasta 65 grados durante 1 minutos, se enfriaron a 4 grados C y se afiadieron 0,25 ul de
mezcla de RT (170 U/ul de Superscript Il (Invitrogen), 35 U/ul de inhibidor de Prime RNasa y 45 U/ul de rRNasin.) y
se incubaron a 37 °C durante 10 minutos, después a 65 °C durante 10 minutos. Se afiadieron 5 ul de la mezcla de
TdT mix (1 x tampon para PCR (Roche), MgClz 1,5 mM, , dATP 1,5mM , 1,25 U/ul de TdT (Roche), 0,05 U de RNasa
H (Roche)) a cada tubo a 37 °C durante 20 minutos, después a 65 °C durante 10 minutos. Se afadieron 5 ul del
producto a 50 ul de mezcla de PCR (1 x tampén EX Taq (Takara), dNTP 0,2 5mM, 20 ng/ul del cebador de ancla, 2,5
U de EX Taq HS polimerasa (Takara)) y se incubaron a 95 °C durante 2 minutos, a 37 °C durante 5 minutos, a 72 °C
durante 20 minutos, después ciclos a 95 ° C durante 30 s, a 67 °C 1 min, a 72 ° C durante 6 min mas una extension
de 6 segundos para cada ciclo, después a 72 °C durante 10 minutos. El contenido de los productos amplificados por
PCR se analizé usando los protocolos de long SAGE (véase por ejemplo., Saha, S., y col. (2002) Nat Biotechnol 20,
548-512). Brevemente, los productos de PCR de una sola célula se cortaron con Nlalll (NEB). Después, el ADN
biotinilado se unié a perlas magnéticas con estreptavidina (Dynal), se ligaron los ligadores. El ADN ligado se cortod
con Mmel (NEB). Las marcas escindidas se ligaron para formar demarcas y se amplificaron mediante PCR. El
producto de la PCR se corté con Nlalll y las dimarcas se ligaron para formar concatémeros. Se ligaron en el vector
pZero-1 (Invitrogen) y se transformaron. Se escogieron y secuenciaron colonias Unicas. Las secuencias de las
marcas se analizaron usando el software SAGE2002 y busquedas en BLAST del NCBI.

Ejemplo 11. Construccién del vector

Los ADNc se amplificaron a partir de ADNc del epitelio olfativo usando la Taq ADN polimerasa HotstarT (Qiagen) o
ADN polimerasa KOD (Toyobo/Novagen) y se subclobaron en vetcores de expresion pCl (Promega). Los marcos de
lectura abiertos de los OR se amplificaron a partir del ADN gendémico de C57BL6 (MOR203-1 y S46), 129 (S18) o
DBA2 (o1fr62, S6/S79, S50, MOR23-1, MOR31-4, MOR31-6, MOR32-5 y MOR32-11) y se subclonaron el pCI que
contiene la marca de Rho.

Ejemplo 12. Cultivo de células e inmunocitoquimica

Las células 293T se mantuvieron en medio minimo esencial que contenia 10 % de suero bovino fetal (M10). Para la
transfeccion se uso6 Lipofectamine 2000 (Invitrogen). En la tincién de células vivas, 16 horas después de la
transfeccién, las células se incubaron en M10 que contiene anticuerpos anti-rodopsina, 4D2 (véase, por ejemplo,
Laird, D. W., y Molday, R. S. (1988) Invest Ophthalmol Vis Sci 29,419-428) y NaN3; 15mM a 4 °C durante 1 hora.
Después de lavar, las células se incubaron con IgG anti-ratéon conjugada con Cy3 (Jackson Immunologicals), se
lavaron y se montaron. Para el andlisis FACS, 4D2 e IgG anti-ratén conjugada con PE (Jackson Immunologicals) se
usaron para monitorizar la expresion del receptor marcado con Rho. Se usaron anticuerpos de conejo anti-HA
(Sigma) e IgG anti-conejo conjugada con Alexa 488 (Molecular Probes) para teir el receptor 32 adrenérgico-HA.
Para establecer las células Hana3a, se usé 1 ug/ml de puromicina para la seleccion. Se escogieron 96 colonias y se
analizaron usando el ensayo de la luciferasa usando OREG.
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Ejemplo 13. Analisis de REEP y RTP

Para la prediccion del péptido sefal y las regiones transmembrana de REEP y RTP, se us6 SignalP (véase, por
ejemplo, Nielsen, H., y col. (1997) Protein Eng 10, 1-6) y TMHMM, respectivamente. Con el fin de crear un arbol
filogenético, se usé ClustalW.

Ejemplo 14. Hibridacion Northern e In Situ

Los ARN totales de varios tejidos se extrajeron usando reactivo Trizol (Invitrogen) o ARN total de Aurum (Biorad).
Los ARN se sometieron a electroforesis en gel de formaldehido-agarosa y se transfirieron a una membrana de
HybondN (Amersham). Las sondas marcadas con Dig se hibridaron con la membrana en solucion Dig easyhyb
(Roche) a 65 °C. Después de lavar, se aplicaron anti-Dig AP (Roche) y se lavaron las membranas. Las sefale se
detectaron con CDP-Star (Roche). Se us6 la misma membrana para las tres sondas. La hibridacion in situ se realizd
como se ha descrito (véase, por ejemplo, Matsunami, H., y Buck, L. B. (1997) Cell 90, 775-784; Matsunami, H., y col.
(2000) Nature 404, 601-604; Schaeren-Wiemers, N., y Gerfm-Moser, A. (1993) Histochemistry 100, 431-440).
Brevemente, las sondas de ARN marcadas con Dig se hibridaron con secciones frescas congeladas de ratones CD-
1 de tres semanas de edad. Después de lavar, las sondas DIlg se hicieron reaccionar con AP anti-Dig y se
detectaron las sefiales usando NBT-BCIP.

Ejemplo 15. Inmunoprecipitaciéon

Células 293T en placas de 100 mm se transfectaron con OR, ADNc de REEP1 y/o RTP1. 16 horas después de la
transfeccion se lisaron las células en tampon de lisis (Tris 50mM (7,4), NaCl 150 mM, 1 % de NP-40, PMSF 0,5 mM,
Benzamideno 2 mM, 0,5 ug/ml de Leupeptina, 1,4 ug/ml de pepstatina A, 2,4 ug/ml de quimostatina, 15 ug/ml de
aprotinina, ortovanadato sédico 1mM). La lisis se incubd con gel de afinidad M2 anti-Flag (Sigma) o matriz de
afinidad anti-HA (Roche) durante 2 horas a 4 °C y se lavo con tampon de lisis. Después, las proteinas unidas se
luyeron mediante incubacién con tampon de muestra de SDS a temperatura ambiente durante 2 horas. La SDS-
PAGE vy la transferencia de tipo Western se realizaron de acuerdo con el manual de instrucciones Mini-Protean 3
Cell (Bio-Rad). Se usé ECL (Amersham) para detectar proteinas sobre membranas.

Ejemplo 16. Ensayo de luciferasa

Se uso el sistema Dual-Glo (Promega) para el ensayo de la luciferasa. Se us6 CRE-Luciferasa (Stratagene) para
medir las actividades del receptor. Se uso luciferasa de renilla dirigida por el promotor constitutivamente activo de
SV40 (pRL-SV40: Promega) como control interno. Las células se sembraron en placas sobre placas de 96 pocillos
revestidos con D-lisia (BIOCOAT, Beckton Dickinson). Tras 8 horas (para los experimentos mostrados en las Figuras
8B y 8C) o 12 horas (para los experimentos mostrados en las Figuras 8B y 11) tras la transfeccion, el medio se
sustituyd con medio quimicamente definido CD293 (Invitrogen) y las placas se incubaron durante una hora a 37 °C.
El medio se sustituyd con 50 ul de soluciones de olor disueltas en CD293 y se incub6 durante 10 horas (para los
experimentos mostrados en las Figuras 8B y 8C) o 4 horas (para los experimentos mostrados en las Figuras 8B y
11) a 37 °C. Se sigui6 el protocolo del fabricante para medir las actividades de luciferasa y luciferasa de renilla. La
luminiscencia se midié usando Wallac Victor 1420 (Perldn-Elmer). La actividad normalizada de la luciferasa se
calculé como [Luc (N)-Luc (0)[/RL (N), en la que Luc (N) = recuento luminiscente de un determinado pocillo, Luc (0)
= recuento luminiscente sin olor para cada OR, y RL (N) = recuento luminiscente de la luciferasa de renilla de cada
pocillo. Para los ensayos del AMPc, las células se sembraron en placas de 24 pocillos. El ADNc de OREG o OREG /
Golf se transfectd a células Hana3a o HEK293-T, respectivamente. 14 horas después de la transfeccion, las células
se incubaron en CD293 durante 2 horas y se expusieron a eugenol o isoproterenol en MEM que contiene Hepes 10
mM y IBMX 500 uM durante 5 minutos. Se us6 cAMP-Screen Direct System (Applied Biosystems) para medir los
niveles de AMPc. Para el andlisis de datos se usé el software Prism (Graphpad).

Ejemplo 17. Sustancias quimicas

Todos los olores se adquirieron de Sigma, a excepcion del acido octanoico que era de Calbiochem. Las sustancias
quimicas usadas en el hallazgo de los ligandos afines para MOR203-1 y olfr62 se proporcionan en el ejemplo 19.

Ejemplo 18. Numeros de acceso a Genbank

Los niumeros de acceso a genbank de REEP1-6 and RTP1-4 de ratén y de REEP1-6 and RTP1-A1, RTP2, RTP3 y
RTP4 humanos: AY562225-AY562244.

Ejemplo 19. Materiales complementarios

Las sustancias quimicas que se usan para la deteccion selectiva de ligandos inicial para MOR203-1 y olfr62 son las
siguientes: 1 (+)-Carvona, 2 L-Carvona, 3 (-)-Fenchona, 4 Citral, 5 (1R)-(-)-Fenchona, 6 (+)-Fenchona, 7 aceite de
romero, 8 (-)-6xido de rosa, 9 (+)-6xido de rosa, 10 (-)-alcanfor, 11 (S)-(-)-Limoneno, 12 (R)-(+)-1-feniletanol, 13 (S)-
(+)-2-acido fenilbutirico, 14 (R)-(-)-2-acido fenilbutirico, 15 2-Hexanona, 16 1-Pentanol, 17 1-Heptanol, 18 (t)-2-
Butanol, 19 1-propanol, 20 1-Hexanol, 21 (-)-Mentol, 22 (R)-(-)-2-Heptanol, 23 (-)-a-Terpineol, 24 (+)-Mentol, 25 2-
metil-2-heptanol, 26 (S)-(+)-2-Octanol, 27 (S)-(+)-2-Butanol, 28 (S)-(+)-2-Heptanol, 29 (R)-(-)-2-Octanolor P(+)-2
Octanol, 30 1-Decanol, 31 (-)-B-Citronelol, 32 (S)-(-)-1-Feniletanol, 33 Propionaldehido, 34 Undecanal, 35
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Octanal(aldehido caprilico), 36 trans-Cinnamaldehido, 37 Nonanal (Pelargonaldehido), 38 Heptaldehido, 39
Decanal, 40 acido Hexanoico, 41 acid Hexanoico, 42 acido Heptanoico(acido Oenantico), 43 acido Pentanoico, 44
acido Propidnico, 45 acido butirico, 46 acido nonanoico, 47 propionato de metilo, 48 butirato de etilo, 49 butirato de
butilo, 50 propionato de terc-Butilo, 51 butirato de metilo, 52 butirato de propilo, 53 acetato de pentilo, 54
Dimetilpirazina, 55 Isobutilamina, 56 Geraniol, 57 2-Pentanona, 58 2-Butanona, 59 (1S)-(-)-a-Pineno, 60 1,4-Cineol,
61 Fenetol, 62 éter butiimetilico, 63 (R)-(+)-Pulegona, 64 Benceno, 65 alcohol bencilico, 66 Guaiacol, 67
Isopentilamina, 68 g-Caprolactona, 69 g-Caprolactona, 70 octeno, 71 heptanoato de alilo, 72 a-Amilcinnamaldehido,
73 hexanoato de amilo, 74 butirato de amilo, 75 Anetol, 76 Anisaldehido, 77 Benzofenona, 78 acetato de bencilo, 79
salicilato de bencilo, 80 heptanoato de butilo, 81 alcanfor ((+)-alcanfor, 82 acetato de cedrilo, 83 alcohol cinamilico,
84 Cinnamaldehido, 85 (R)-(+)-Citronelal, 86 (S)-(-)-Citronelal, 87 citronelol, 88 Coumarina, 89 Ciclohexanona, 90 p-
cimeni, 91 5,5-Dimetil-1,3-ciclohexanediona (Dimedone), 92 etilamilcetona (3-Octanona), 93 Eucaliptol, 94
isobutirato de heptilo, 95 acetato de hexilo, 96 a-Hexilcinnamaldehido, 97 acetato de isobomilo, 98 Linalool, 99 Lyral
(a-Amilcinnamaldehido dimetil acetal), 100 Hidroxicitronelal, 101 isobutirato de p-Tolilo, 102 isobutirato de o-Tolilo,
103 fenilacetato de p-Tolilo, 104 2-Metoxi-3-Metil-pirazina, 105 2-Metoxipirazina, 106 salicilato de metilo, 107
Mircene, 108 w-Pentadecalactona, 109 prenilacetato, 110 2-Feniletanol, 111 acetato de 2-Fenetilo, 112 Piperonal,
113 Pirazina, 114 aceite de sasafras 115 timol, 116 Trietilamina, 117 2-Heptanona, 118 Metil eugenol, 119 eugenol,
120 éter metilico de eugenol, 121 Butiraldehido, 122 Hexanal, 123 1-Pentanol, 124 valeraldehido, 125 dicloruro de
acido azelaico, 126 acido azelaico, 127 acido isovalérico, 128 acido decanoico, 129 acido vanillico, 130 1-Octanol,
131 4-Etilfenol, 132 Heptaldehido, 133 1-Nonanol, 134 Nonanal, 135 Etil vanillina, 136 Vanillina, 137Acetofenona,
138 2-Etilfenol, 139 Octanal.

Las sustancias quimicas relacionadas con coumarina y piperonal (usadas para olfr62) son las siguientes: 140
Benzaldehido, 141 alcohol piperonilico, 142 4-Hidroxicoumarina, 143 4-Cromanona, 144 2-Coumaranona.

Ejemplo 20. Patrones de activacion de los receptores de olores humanos.

Se usaron células Hana3A (células 293T que expresan REEP1, RTP1, RTP2, y Gqor de raton) Se usé CRE-
Luciferasa (Stratagene) para medir las actividades del receptor de olor. En los siguientes receptores de olores
humanos se analizaron los patrones de expresion en respuesta a varios agentes odoriferos: 36, 35, 11, 57, 58, 9, 3,
42, 81, 82, 66, 13, 87, 33, 44, 43, 77, 75, 64, 59, 12, 62, 60, 120, 90, 95, 160, y 106. Los siguientes agentes
odoriferos se usaron para analizar los patrones de expresion del receptor de olor humano: Piridina, 2,2' -
(Ditiodimetilen)difurano, 1-Decanol, 1-Hexanol, (-)-Fenchona, (+)-Fenchona, Geraniol, 2-Pentanona, salicilato de
bencilo, (+)-Mentol, (-)-Mentol, Benceno, Undecanal, butilato de metilo, isobutirato de heptilo, isobutirato de p-Tolilo,
amilbutirato, butirato de etilo, acetato de hexilo, acetato de pentilo, acetato de piperonilo, (-)-b-Citronelol, citronelol,
éter metilico de eugenol, Metil Eugenol, a-Amilcinnamaldehido, a-Amiylcinnamaldehido dimetil acetal,
Cinnamaldehido, a-Hexylcinnamaldehido, Hidroxicitronnelal, Citral, (R)-(+)-Citronelal, (S)-(-)-Citronelal, fenilacetato
de p-Tolilo, fenilacetato de alilo, acido propidnico, dicloruro de acido azelaico, acido isovalérico, acido (R)-(-)-2-
fenilbutirico, acido (S)-(+)-2-fenilbutirico, acido heptanoico, acido octanoico, acido valérico, acido hexanoico y
butirato de butilo. Se usé luciferasa de renilla dirigida por el promotor constitutivamente activo de SV40 (pRL-SV40:
Promega) como control interno. Se uso el sistema Dual-Glo (Promega) para el ensayo de la luciferasa. Las células
se sembraron en placas sobre placas de 96 pocillos revestidos con D-lisia (BIOCOAT, Beckton Dickinson). 12.16
horas después de la transfeccion, el medio se sustituyé con medio definido quimicamente CD293 (Invitrogen) y las
placas se incubaron durante una hora a 37 °C. El medio se sustituyé con 50 ul de solucones de olor disueltas en
CD293 y se incubaron durante 4 horas a 37 °C. Se siguid el protocolo del fabricante para medir las actividades de
luciferasa y de luciferasa de renilla. La luminiscencia se midié6 usando Wallac Victor 1420 (Perkin-Elmer). La
actividad normalizada d ela luciferasa se calcul6 como [Luc (N)-Luc (0)/RL (N), en la que Luc (N) = recuento
luminiscente de un determinado pocillo, Luc (0) = recuento luminiscente sin olor para cada OR, y RL (N) = recuento
luminiscente de la luciferasa de renilla de cada pocillo. La Figura 34 muestra los patrones de activacion de los
receptores de olor humanos en respuesta a la exposicion al agente odorifero.

Ejemplo 21. Expresion en la superficie celular de VIRE11 en células Hana3A y 293T

Los ADNc que codifican un supuesto receptor de feromonas (V1RE11) se transfectaron a células Hana3A (células
HEK293T que expresan REEP1, RTP1, RTP2 y Gqorr) 0 células 293T. V1RE11 es un supuesto receptor de
feromonas en ratoén y es completamente diferente de los receptores de olor en las secuencias de aminoacidos. Las
células Hana3A soportaron la expresion en la superficie celular de VIRE11. La presente invencion no esta limitada a
ningun mecanismo concreto. De hecho, no es necesario conocer el mecanismo para la practica de la presente
invencion. No obstante, estos resultados indican que REEP1, RTP1, y RTP2 pueden respaldar la expresion
funcional de receptores aparte de los receptores de olor.

Ejemplo 22. La capacidad de RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D y RTP1-E para potenciar la expresion en la
superficie celular de OLFR62 y la actividad-referencia

Este ejemplo describe la generacion de las variantes de RTP1, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D y RTP1-E y su
capacidad para potenciar la expresion en la superficie celular de OLFR62 y su actividad. Se generaron variantes de
RTP1 delecionando porciones de RTP1. La Figura 35 muestra esquematicamente los segmentos de aminoacidos de
RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D, y RTP1-E en comparacién con RTP1. pCl fue el vector control. La Figura 36
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muestra la secuencia de aminoacidos murina para RTP1-A ((SEC ID N° 41). La Figura 37 muestra la secuencia de
aminoacidos murina para RTP1-B ((SEC ID N° 42). La Figura 38 muestra la secuencia de aminoacidos murina para
RTP1-C ((SEC ID N° 43). La Figura 39 muestra la secuencia de aminoacidos murina para RTP1-D ((SEC ID N° 44)
y la Figura 40 muestra la secuencia de aminoacidos murina para RTP1-E ((SEC ID N° 45).

La Figura 41 muestra la expresion en la superficie celular de OLFR62 en células Hana3A y 293T. Los ADNc que
codifican RTP1, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D, RTP1-E y pCl como control se transfectaron en células
Hana3A o 293T. Se observé un incremento de la tincion en la superficie celular en células Hana3A y 293T que
expresan RTP1-D.

La Figura 42 muestra esquematicamente un ensayo de luciferasa usado para monitorizar la actividad de OLFR62. El
elemento respondedor a AMPc (CRE) y la luciferasa se usaron para monitorizar la activacion de OLFR62. La
activacion de OLFR62 aumenta el AMPc, que potencia la expresion del gen indicador de luciferasa a través de CRE.

La Figura 43 muestra la actividad de OLFR62 como indica la expresion de la luciferasa en células Hana3A y 293T.
que expresan RTP1, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-D, RTP1-E y pCl como control. Se observé una mayor
potenciacion de la actividad de OLFR62 en células Hana3A y 293T que expresan RTP1-D.

Ejemplo 23. La capacidad de RTP1-A1, RTP1-D1, RTP1-D2 y RTP1-D3 para potenciar la expresién en la
superficie celular de OLFR62 y la actividad

Este ejemplo describe la generaciéon de las variantes de RTP1, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP1-D2, and RTP1-D3 y su
capacidad para potenciar la expresion en la superficie celular de OLFR62 y su actividad. Las variantes de RTP1 se
generaron delecionando porciones de RTP1-A and RTP1-D. En concreto, se expusieron pares de cebadores en
localizaciones especificas correspondientes a segmentos de delecidon deseados y se amplificaron mediante PCR con
KOD polimerasa. La Figura 44 muestra esquematicamente los segmentos de aminoacidos de RTP1-A1, RTP1-D1,
RTP1-D2, y RTP1-D3 en comparacion con RTP1-A y RTP1-D, respectivamente. La Figura 45 muestra la secuencia
de aminoacidos murina para RTP1-A1 ((SEC ID N° 46) y la secuencia de aminoacidos humana para RTP1-A1
((SEC ID N° 47). La Figura 46 muestra la secuencia de aminoacidos murina para RTP1-D1 (SEC ID N° 48). La
Figura 47 muestra la secuencia de aminoacidos murina para RTP-D2 (SEC ID N° 49). La Figura 48 muestra la
secuencia de aminoacidos murina para RTP-D3 (SEC ID N° 50).

La Figura 49 muestra la expresion en la superficie celular de OLFR62 en células 293T. Los ADNc que codifican
RTP1, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP1-D2, y RTP1-D3 y pCl como control se transfectaron en células 293T. Se observo
un incremento de la tincion en la superficie celular en células 293T que expresan RTP1-A1, RTP1-D1 y RTP1-D3.

La Figura 50 muestra la actividad de OLFR62, OREG, S6, y 23-1 como indica la expresion de la luciferasa en células
293T que expresan RTP1, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP1-D2, y RTP1-D3, y pCl como control. Se observé una mayor
potenciacion de la actividad de OLFR62, OREG, S6, y 23-en células 293T que expresan RTP1-A1.

La Figura 51 muestra la actividad de OLFR62, OREG, S6, y 23-1 como indica la expresion de la luciferasa en células
Hana3A que expresan RTP1, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP1-D2, y RTP1-D3, y pCIl como control.

La Figura 52 muestra la expresion en la superficie celular de OLFR62, OREG, MOR203-1, S6, y 23-1 en células
293T cotransfectadas con RTP1, RTP1-A1 o pCl control. Los ADNc que codifican RTP1, RTP1-A1 y pCl como
control se transfectaron en células. Se observé un incremento de la tincion en la superficie celular en células que
expresan RTP1-A1.

Ejemplo 24. Quimeras de RTP1 y RTP4- Referencia

Este ejemplo describe las quimeras de RTP1 y RTP4 generadas con PCR quimérica. En concreto, los cebadores de
quimeras complejos se disefiaron en los puntos de conexion de las secuencias RTP1 y RTP4. Para cada quimera,
primero se amplificaron dos pares de cebadores (p. €j., cebador directo y cebador complejo, cebador complejo y
cebador inverso). Después, los dos productos de la PCR se usaron como moldes en una posterior PCR con
megacebador con los cebadores directos e inversos originales, para obtener una quimera deseada. La Figura 53
muestra esquematicamente los segmentos de aminoacidos de RTP1-A1-A (Quimera 1), RTP1-A1-D2 (Quimera 2),
RTP1-A1-D1 (Quimera 3), RTP4-A1-A (Quimera 4), RTP14-A1-D2 (Quimera 5), y RTP4-A1-D1 (Quimera 6).

La Figura 54 muestra la expresion en la superficie celular de un OR en células que expresan RTP1, RTP4, Quimera
1, Quimera 2, Quimera 3, Quimera 4, Quimera 5, Quimera 6, and control pCl. Los ADNc que codifican RTP1, RTP4,
RTP1-A1, Quimera 1, Quimera 2, Quimera 3, Quimera 4, Quimera 5, Quimera 6, y pCl control se transfectaron en
células 293T.

La Figura 55 muestra la actividad de OLFR62, OREG, S6, y 23-1 como indica la expresion de la luciferasa en células
293T que expresan RTP1, RTP4, RTP1-A1, RTP1-D1, RTP1-D2, Quimera 1, Quimera 2, Quimera 3, Quimera 4,
Quimera 5, Quimera 6, y pCL control.

La Figura 56 muestra la deteccion de RTP1, RTP1-A, RTP1-B, RTP1-C, RTP1-A1, RTP1-D, Quimera 4, Quimera 5,
RTP1-D3, RTP1-D1, Quimera 6, y RTP4 usando anti-RTP1.
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REIVINDICACIONES
Un procedimiento para identificar un ligando del receptor de olor, que comprende:
a) proporcionar

i) una linea celular, en la que dicha linea celular expresa RTP1, RTP1-A1, RTP1-D3 o RTP2, en la
que

- RTP1 es el polipéptido de la SEC ID N° 33 o 37,
- RTP1-A1 es el polipéptido de la SEC ID N° 46 o0 47,
- RTP1-D3 es el polipéptido de la SEC ID N° 50, y

- RTP2 es el polipéptido de la SEC ID N° 34 o 38, y dicha linea celular comprende un
receptor de olor y un agente informador, y

ii) un compuesto de ensayo;

b) exponer dicho compuesto de ensayo a dicha linea celular; y medir la actividad de dicho agente
informador.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicha linea celular es una linea celular HEK 293T.

El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho receptor de olor se selecciona del grupo que consiste
en:

- un receptor de olor humano,
- un receptor de olor murino, y
- un receptor de olor sintético.
El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho compuesto de ensayo es una molécula odorifera.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho agente informador esta regulado por un elemento
respondedor al AMPc.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicha linea celular comprende ademas Gqorr.

El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho receptor de olor comprende S6/79, S18, S46, S50,
MOR23-1, MOR31-4, MOR31-6, MOR32-5 y/o MOR32-11.

El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho agente informador es un agente de iluminacion y en el
que dicho agente de iluminacioén es, preferentemente, luciferasa.

El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas la etapa de d) detectar la presencia o la
ausencia de un ligando del receptor de olor basandose en la actividad de dicho agente informador.

Una linea celular que comprende expresar un receptor de olor,
en la que

- dicha expresion se localiza en la superficie celular

- dicha linea celular comprende un gen heterélogo,
en la que dicho gen heterélogo comprende uno o mas de RTP1, RTP1-A1, RTP1-D3 y RTP2, y en la que

- RTP1 es el polipéptido de la SEC ID N° 33 o 37,
- RTP1-A1 es el polipéptido de la SEC ID N° 46 o0 47,
- RTP1-D3 es el polipéptido de la SEC ID N° 50, y
- RTP2 es el polipéptido de la SEC ID N° 34 o 38.

La linea celular de la reivindicacion 10, en donde dicha linea celular es una linea celular HEK 293T.

La linea celular de la reivindicacion 10, en la que dicho receptor de olor se selecciona del grupo que consiste
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en:
- un receptor de olor humano,
- un receptor de olor murino, y
- un receptor de olor sintético.

La linea celular de la reivindicacion 11, en la que dicho receptor de olor estd marcado con un agente
informador, en donde dicho agente informador es, preferentemente, un agente informador de iluminacién y en
el donde agente informador de iluminaciéon comprende ademas, prefererentemente, glutation-S-transferasa
(GST), c-myc, 6-histidina (6X-His), proteina fluorescente verde (GFP), proteina de unién a la maltosa (MBP),
hemaglutinina del virus de la gripe A (HA), B-galactosidasa o GAL4.

La linea celular de la reivindicacién 10, en donde dicha linea celular comprende ademas expresion de Ggoir.

La linea celular de la reivindicacion 10, en la que dicho receptor de olor comprende S6/79, S18, S46, S50,
MOR23-1, MOR31-4, MOR31-6, MOR32-5 y MOR32-11.
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FIGURA1
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FIGURA 2

ES 2445045 T3

Células marcadas normalizadas
2
1
° o2 VA4(VZR)  mT2R5
C Fluorescencia media normalizada de las células marcadas

2031 OREG 548 offre2 VR4 (V2R) mT2RS

56

Solo receptor

= +REEP1

a
[ ]
.
L]
-
L ]
L]

+ATPY
+ATP2

» +REEP1,RTPY

+ATP1,2

+REEP1,RTP2

+REEP1,RTP1,2
Solo Adr-R




ES 2445045 T3

S6vv SOy 9wy 1887 98 vy 28'l9 192 y-pY
8v'8S SZ'v9 AN ] SLLL 18'59 80702 920z 24PV ‘e5uZL W
(Y914 L'6S 95'1S €E°e9 8165 vl's8 65'€2 Y-y
1£°92 98'8Z 99'Z¢ 18°4E vILE {4434 ZZ'ET +U-IPV "HHZAIPHA
9€2s £e6y LEES vES (X4:] B6LYS szes LS'ES 69 80'8€ Yoy
19°9% 19'2¢ S6'SP 8L'8t 28'ST 65'SE [1%44 1922 $9'0Z 6’81 4PV "+28410 |
85°6E 3844 8L'LE [4: 34 v8'8E 145 14 96'92 Py
61'ET »Z8l 861 20'8E 2064 46°EL SO'EL +4-IPV ‘43¥S-HO
1929 Ly'i8 8585 6SE8 8LLL 664 X4 u-pY
oS 99'92 Si'sy 658V 1022 ¥82Z (444 +4-IPV '+D3¥0
€Oy 696 gy 99'Ly 60'SY €L'LS oLy ey
LA 74 8192 SZ'61 Wz 6264 ST 8554 +Y-IPV ‘+1-C0ZHON
bd3UT ALY+ 1dITYTALUS  2'hdiNe 1d33Y'Edid+  $dITU+ i+ bdide Joidedsy  0j0s y-Ipy _lepajsuen uig

Thv) Sepeaiew Sejnjads ap eipay
S0 €180 ¥8L0 S8'0 228°0 1200 ugiiodoid
sz 60'SZ 81'€Z Yl 24 414 612 Wwe YpY
€891 202 28l 68'02 6512 S0 810 +Y-IpY +SHZLIW
£y0°0 oo €00 00 vi0°0 Z00'0 uoiniodoid
¥o'8E (Y44 19°0F 99'v¥ 1A% 44 Sy 60 Py
89'L 68'L 44} 6¢0 v9'0 80°0 S00 PV ‘+(HZAIPHA
1590 6£°0 £65°0 6550 £€EL’o sTY'0 4550 €40 6000 900 ugriodoid
X1 Ze'0e 1802 v8'0Z 8402 we 8912 [x44 €5'1E wi ypy
Y32 208 8L 2914 962 €z €2'S4 LA €0 110 +4-1pV '+29410
1690 8420 ED €E9°0 95¢°0 500 uoniodoid
9581 4581 912 3413 (494t I6°EL S8t Yy
€26 s s08 822} 9 SL0 €0 +Y-1PV '+9¥S-HO
9510 6200 6140 9110 §20'0 1000 uoidiodoid
vlly (255 ] &Zis 6829 av'Ls §5°05 P4 ¥-IpY
Sl S8'L 809 60114 'L 9t0 800 +4PV '+O3H0
PZE0 1500 EpO0 $92°0 8200 9000 uoniodoig
T4 13 gs'8l 8E'LL 34:1) €821 [4:§%4 SO'b +4-pY
6S 980 S0 8y S0 v0 900 +4°4pY "+ 1-E02HON
13T 4did+  1dITUZLU+  Z'IdAN+ 1d33Y' 1 did+  1dIFU+ Tdly+ bdlY+ J01dedey 010 Y-IPY  Jeyiasuel) uis

(%) sepeasew senj22 ap osawny

ac vanold

57



FIGURA 3
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FIGURA 4A
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FIGURA 4A (cont.)
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FIGURA 4A (cont.)
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FIGURA 4B
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FIGURA 4 B (cont.)
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FIGURA 5
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA 11A
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FIGURA 11
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FIGURA 12
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FIGURA 13
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FIGURA 14- Referencia

SEC ID N° 1 (secuencia de acido nucleico de REEP1 murino)
ATGGTGTCGTGGATCATCTCCAGGCTGGTGGTGCTTATATTTGGCACCCTTTA
TCCTGCATATTATTCATACAAGGCTGTGAAGTCCAAGGACATTAAAGAATAT
GTCAAATGGATGATGTATTGGATTATATTTGCCCTCTTCACCACGGCAGAGAC
GTTCACAGACATCTTCCTTTGCTGGTITCCATTCTATTATGAACTAAAAATAG
CGTTTGTAGCCTGGCTGCTGTCTCCCTATACAAAAGGATCCAGCCTCCTGTAC
AGGAAGTTTGTTCATCCCACATTGTCTTCAAAAGAAAAGGAAATCGATGACT
GCCTGGTCCAAGCAAAAGATCGAAGCTATGACGCCCTTGTGCACTTTIGGGAA
GCGGGGCTTGAATGTGGCAGCCACTGCAGCTGTGATGGCTGCCTCCAAGGGA
CAGGGTGCCTTGT CAGAGAGACTCCGGAGCI'I‘CAGCATGCAGGACCI‘CACCA
CCATCAGGGGTGATGGTGCTCCTGCTCCCTCGGGCCCTCCTCCACCAGGGACT
GGGCGGTCCAGCGGCAAACACAGCCAGCCCAAGATGTCCAGGAGTGCTICTG
AGAGTGCCGGCAGCTCGGGCACCGCCTAG

'SEC ID N° 21 {secuenca de aminoacidos de REEP1 murino) ))
MVSWISRLVVLIFGTLYPAYYSYKAVKSKDIKEY VKWMMY WIIFALFTTAETFT
DIFLCWFPFY YELKIAFVAWLLSPYTRGSSLLYRKFVHPTLSSKEKEIDDCLVQAK
‘DRSYDALVHFGKRGLNVAATAAVMAASKGQGALSERLRSFSMQDLTTIRGDGA
PAPSGPPPPGTGRSSGKHSQPKMSRSASESAGSSGTA
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FIGURA1S - Referencia

SECID N*: 2 (secuencia de acido nucleico de REEP2 murino)
ATGGTGTCCTGGATCATCTCTCGCCTGGTGGTGCTCATCTTTGGCACCCTGTA
CCCAGCCTATTCTTCCTACAAGGCCGTGAAGACCAAAAACGTGAAGGAATAC
GTAAAATGGATGATGTATTGGATAGTCTTCGCCTTCTTCACCACAGCTGAGAC
ACTTACAGATATAATACTGTCCT 'GGTTCCCCTTCT. ACTTTGAGCT CAAGATTG.
CCTTTGTGATATGGCTGTTGTCCCCTTACACCAAGGGCTCCAGTGTCCTCTAC
CGCAAGTTCGTGCACCCAACACTGTCCAACAAGGAAAAGGAGATCGACGAA
TACATCACACAAGCTCGAGACAAGAGCT. ATGAQACGATGATGAGGGTGGGC
AAGAGGGGCCTGAACCTGGCTGCCAATGCTGCAGTCACAGCTGCTGCCAAGG
GCCAGGGGGTGCTGTCGGAAAAGCTGCGGAGCTTCAGCATGCAGGACCTGAC
TCTCATTCGAGATGAGGATGCGTTACCGCTGCAGGGGCCAGATGGCCGCCTC
" CAACCCGGCCCCGTGGGTCTCCTGGACACTATTGAGGACTTAGGAGATGAGC.
CTGCCCTAAGTCTAAGGTCTAGCACAAGCCAGCCAGATCCCCGGACAGAGAC
CTCAGAAGATGACCTGGGAGACAAGGCACCCAAGAGGACCAAACCTATCAA
AAAAGTACCCAGAGCTGAGCCGCCGGCTTCCAAGACACTGAAGACCCGGCCC
AAGAAGAAGAGTTCT GGAGGGGGCGACTCAGCATGA

SEC ID N 22 (secuenma de aminoacidos de REEPZ murino)
MVSWISRLVVLIFGTLYPAYSSYRAVKTKNVKEY VKWMMY WIVFAFFTT ABTL
TDHISWFPFYFELKIAFVIWHSPYTKGSSVLYRKFVMKBKBIDBYTI QAR
DKSYETMMRVGKRGLNLAANAAVTAAAKGQGVLSEKLRSFSMQDLTLIRDEDA
LPI.QGPDGRLQPGPVGI.IMTBDLGDEPAISLRSSTSQPDPRTB’ISEDDLGDKAPK
RTKPIRK VPRAEPPASKTLKTRPKRKRSSGGGDSA
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FIGURA 16- Referencia

SEC ID N° 3 {secuencia de acido nucleico de REEP3 murino)
ATGGTGTCCTGGATGATCTCCCGAGCCGTGGTGCTGGTGTTTGGAATGCTCTA
TCCAGCGTACTATTCCTACAAAGCCGTGAAGACGAAAAACGTCAAGGAATAC
GTTCGCTGGATGATGTATTGGATCGTCTTTGCCCTCTACACTGTCATTGAAAC
GGTGGCCGATCAGACACTTGCATGGTTTCCCCTGTACTATGAGCTGAAGATTG
CCTICGTCATTTGGCTGCTGTCGCCCTACACTAGAGGGGCGAGTTTAATCTAT

- AGAAAGTTCCTTCATCCCCTGCTGTCATCAAAGGAAAGGGAAATTGATGATT
ATATTGTCCAAGCCAAAGAAAGAGGCTATGAGACAATGGTGAATTTTGGACG
GCAAGGTTTGAATTTAGCAGCTGCAGCCGCCGTCACTGCAGCAGTGAAGAGC. -
CAAGGAGCAATAACGGAGCGTCTGCGAAGTTTCAGCATGCATGATCTGACAG
CTATCCAAGGGGATGAGCCCGTGGGACACAGACCCTACCAGACTTTGCCAGA
AGCAAAGAGGAAAGGCAAACAAGCCACCGAGTCACCAGCCTATGGAATTCC
ACTGAAAGATGGAAGTGAGCAGACAGACGAAGAAGCGGAGGGGCCATICTC
CGATGACGAGATGGTGACT: CACA.AGGCGCTGAGGCGATCCCAGAGCATGAA g
ATCTGTCAAGACCATCAAAGGCCGCAAAGAGGT GCGGTATGGCTCACTAAAA
TATAAAGTGAAGAAGAGACCGCAAGT GTATTTITAG . ;

SEC ID N°23 (secuencia de aminoacidos de REEP3 murino)
MVYSWMISRAVVLVFGMLYPAYYSYKAVKTKNVKEYVRWMMYWIVFALYTVIB
TVADQIT.AWFPLYYEIKMFVIWLLSPYTRGASHYRKFIHPLLSSKERED)DYIV
QAKERGYETMVNFGRQGLNLAAAAAVTAAVKSQGAITERLRSFSMHDLTAIQG
DEPVGHRPYQTLPEAKRKGKQATESPAYGIPLKDGSEQTDEEAEGPFSDDEMVT
HKALRRSQSMKSVKTD(GRKEVRYGSLKYKVKKRPQVYF
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FIGURA 17 - Referencia

SEC ID N° 4 {secuencia de acido nucleico de REEP4 murino)
ATGGTGTCCTGGATGATCTGTCGCCTGGTAGTGCTCATATTTGGCATGCTGTA
TCCTGCGTATGCTTCCTACAAGGCCGTGAAGAGCAAGAACATTCGAGAATAT
GTACGGTGGATGATGTATTGGATTGTCTTTGCGATCTTCATGGCAGCAGAAAC
CTTCACAGACATCTTCATTTCCTGGTTCCCGTTITATTACGAGTTCAAGATGGC
TITTGTGCTGTGGCTGCTCTCACCTTACACCAAGGGGGCCAGCCTGCTTITACC
GAAAGTTTGTCCACCCATCCCTATCCCGCCATGAGAAGGAGATCGACGCGTG
TATCGTGCAGGCAAAGGAGCGCAGCT. ATGAA"_ACCATGCI’ CAGTTTTGGGAAG
CGGAGCCTCAACATCGCTGCCTCAGCTGCTGTGCAGGCTGCTACCAAGAGTC
AAGGCGCTCTAGCTGGAAGGCTGCGGAGTTTCTCTATGCAAGACCTGCGCTC
TATCCCTGACACCCCTGTCCCCACCTACCAAGATCCCCTCTACCTGGAAGACC
AGGTACCCCGACGTAGACCCCCTATTGGATACCGGCCAGGCGGCCTGCAGGG
CAGTGACACAGAGGATGAGTGTTGGTCAGACAATGAGATCGTCCCCCAGCCA
CCTGTTCGGCCCCGAGAGAAGCCTCTAGGCCGCAGCCAGAGCCTTCGGGTGG
TCAAGAGGAAGCCATTGACTCGAGAGGGCACCTCACGCTCCCTGAAGGTCCG
AACCCGGAAAAAGGCCATGCCCTCAGACATGGACAGCTAG

SEC ID N° 24 (secuencia de aminoacidos de REEP4 murino)

MVSWMICRLVVLIFGMLYPAYASYRKAVKSKNIREYVRWMMY WIVFAIFMAAET
FTDIFIS WFPFYYEFKMAFVLWLLSPYTK GASLLYRKFVHPSLSRHEKEIDACIVQ
AKERS YETMLSFGKRSLNIAASAAVQAATKSQGALAGRLRSFSMQDLRSIPDTPV
PTYQDPLYLEDQVPRRRPPIGYRPGGLQGSDTEDECWSDNEIVPQPPVRPREKPL
GRSQSLRVVKRKPLTREGTSRSLKVRTRKKAMPSDMDS .
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FIGURA 18- Referencia

SEC ID N°35 (secuencia de acido nucleico de REEPS murino)
ATGTCCGCAGCCATGAGGGAGAGGTTCGACCGGTTCCTGCACGAGAAGAACT
GCATGACTGATCTCCTCGCCAAGCTCGAGGCCAAGACCGGAGTGAACCGGAG
CTTCATCGCGCTCGGTGTCATCGGACTGGTGGCTITTGTATCTGGTGTITCGGTT
ATGGAGCCTCTCTCCTCTGCAACCTGATAGGTTTCGGATACCCAGCCTACATC
TCAATGAAAGCCATCGAGAGTCCCAACAAAGATGATGACACCCAGTGGCTGA
CGTACTGGGTGGTATATGGTGTGTTCAGCATTGCCGAATTCTTCICCGATCTC
TTCCTGTCCTGGTTCCCCTTCTACTACATGCTGAAGTGTGGCTTCCTGCTGTGG
TGCATGGCCCCCAGCCCGGCTAATGGGGCTGAGATGCGCTACAGGCGAATCA
TCCGTCCTATCTTCCTCAAGCACGAGTCCCAGGTAGACAGTGTGGTGAAGGA
CGTGAAGGACAAAGCCAAAGAGACTGCAGATGCCATCAGCAAAGAAGTCAA
GAAAGCTACAGTGAACTTGCTGGGCGATGAGAAGAAGAGCACCTGA

SEC ID N° 25 (secuencia de aminoacidos de REEPS murino)
MRERFDRFLHEKNCMTDLLAKLEAKTGVNRSFIALGVIGLVALYLVFGYGASLL
CNLIGFGYPAYISMKAIESPNKDDDTQWLTYWVVYGVFSIAEFFSDLFLSWLPFY
YMXCGFLLWCNIAPSPANGAEMLYRRIRPIPLRHBSQVDSVVKDVKDKAKET A
DAISKEVKKATVNLLGDVKKST.
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FIGURA 19.Referencia

SEC ID N°: 6 {secuencia de acido nucleico de REEP6 murino)
ATGGACGGTCTGCGCCAGCGCTTCGAACGTTTTCTGGAACAGAAGAACGTGG
CCACCGAAGCGCTCGGGGCGCTCGAAGCAAGGACCGGTGTAGAGAAGCGGT
ATCTCGCCGCGGGAGCCCTCGCCCTTCTAGGCCTGTATCTICTGTTCGGTTAC
GGGGCCTCTCTACTGTGCAATGTCATCGGATTTGTATACCCCGCATATGCTTC
AGTCAAAGCTATCGAGAGCCCAAGCAAGGAAGACGACACTGTGTGGCTAAC
CTACTGGGTGGTGTACGCCCTGTTCGGTCTGGTCGAATTCTTCAGCGATCTAC
TCCTGTTCTGGTTCCCTTTCTACTACGCGGGCAAGTGCGCCTTCCTGTTATTIT
GCATGACGCCCGGACCCTGGAACGGGGCATTACTACTATACCATCGCGTCAT
AAGACCACTCTTTCTAAAGCACCACATGGCTCTAGACAGCGCCGCGAGCCAG
CTAAGCGGAAGAGCATTGGACCTAGCAGCTGGGATAACCCGGGACGTACTTC
AGGCCTTGGCTCGGGGCCGGGCTCTCGTCACCCCAGCATCAACATCGGAACC
CCCAGCCGCTCTGGAACTGGACCCCAAGTAA

SEC ID N°26 (secuencia de aminoacidos de REEP6 murino)
MDGLRQRFERFLBQKNVATEALGALBARTGVBKRYIAAGALALLGLYILPGY G
ASLLCNVIGFVYPAYASVKAIESPSKEDDTVWLTYWVVYALFGLVEFFSDLLLF
WFPFYYAGKCAFLLFCMTPGPWN! GAIJ.LYHRVIR.PI.HJGDMALDSAASQLSG
R.ALDLAAGITRDVIQALARGRALVTPASTSEPPAALELDPK .
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FIGURA 20- Referencia

SEC D N°7 (secuencia de acido nucleico de REEP1 humano)
ATGGTGTCATGGATCATCTCCAGGCTGGTGGTGCTTATATTTGGCACCCTTTA
CCCTGCGTATTATTCCTACAAGGCTGTGAAATCAAAGGACATTAAGGAATAT
GTCAAATGGATGATGTACTGGATTATATTTGCACTTTTCACCACAGCAGAGAC
ATTCACAGACATCTTCCTTTGTTGGTTTCCATTCTATTATGAACTAAAAATAG -
CATTTGTAGCCTGGCTGCTGTCTCCCTACACAAAAGGCTCCAGCCTCCTGTAC
AGGAAGTTTGTACATCCCACACTATCTTCAAAAGAAAAGGAAATCGATGATT
GTCTGGTCCAAGCAAAAGACCGAAGTTACGATGCCCTTGTGCACTTCGGGAA
GCGGGGCTTGAACGTGGCCGCCACAGCGGCTGTGATGGCTGCTTCCAAGGGA
CAGGGTGCCTTATCGGAGAGACTGCGGAGCTTCAGCATGCAGGACCTCACCA
CCATCAGGGGAGACGGCGCCCCTGCTCCCTCGGGCCCCCCACCACCGGGGTC
TGGGCGGGCCAGCGGCAAACACGGCCAGCCTAAGATGTCCAGGAGTGCTTCT
GAGAGCGCTAGCAGCTCAGGCACCGCCTAG

SEC ID N° 27 (secuencia de aminoacidos de REEP1 humano)
MVSWISRLVVLIFGTLYPAYYSYKAVRSKDIKEYVKWMMYWIIFALFTTAETFT
DIFLCWFPFYYELKIAFVAWLLSPYTKGSSLLYRKFVHPTLSSKEKEIDDCLVQAK
DRSYDALVHFGKRGLNVAATAAVMAASKGQGALSERLRSFSMQDLTTIRGDGA
PAPSGPPPPGSGRASGKHGQPKMSRSASESASSSGTA
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FIGURA 21- Referencia

SEC ID N° 8 (secuencia de acido nucleico de REEPZ humano)
. ATGGTGTCCTGGATCATCTCTCGCCTGGTGGTGCTCATCTTTGGCACCCTGTA

CCCAGCCTATTICTTCCTACAAGGCCGTGAAGACAAAAAACGTGAAGGAATAT
GTGAAATGGATGATGTACTGGATCGTCTTTGCCTTCTTCACCACGGCCGAGAC
GCTCACGGATATAGTGCTCTCCTGGTTCCCCTTCTACTTTGAACTGAAGATCG
CCTTCGTGATATGGCTGCTGTCCCCTTACACCAAGGGCTCCAGCGTGCTCTAC
CGCAAGTTCGTGCACCCAACGCTGTCCAACAAGGAGAAGGAGATCGACGAG
TACATCACGCAGGCCCGAGACAAGAGCTATGAGACCATGATGAGGGTGGGC
AAGAGGGGCCTGAACCTTGCCGCCAATGCTGCAGTCACAGCTGCCGCCAAGG
GGGTGCTGTCAGAGAAGCTCCGCAGCTTCAGCATGCAGGACCTGACCCTGAT
CCGGGACGAGGACGCACTGCCCCTGCAGAGGCCTGACGGCCGCCTCCGACCC
AGCCCTGGCAGCCTCCTGGACACCATCGAGGACTTAGGAGATGACCCTGCCC
TGAGTCTAAGGTCCAGCACAAACCCGGCAGATTCCCGGACAGAGGCTTCTGA
GGATGACATGGGAGACAAAGCTCCCAAGAGGGCCAAACCCATCAAAAAAGC
GCCCAAAGCTGAGCCACTGGCTTCCAAGACACTGAAGACCCGGCCCAAGAA
GAAGACCTCTGGCGGGGGCGACTCAGCTTGA g

SEC ID N° 28 (secuencia de aminoacidos de REEPZ humano)

. MVSWISRLVVLIFGTLYPAYSSYKAVKTRKNVEEYVKWMMY WIVFAFFTTAETL
TDIVLSWFPFYFELKIAFVIWLLSPYTKGSSVLYRKFVHPTLSNKEKEIDEYITQAR
DKSYETMMRVGKRGLNLAANAAVTAAAKGVLSEKLRSFSMQDLTLIRDEDALP
LQRPDGRLRPSPGSLLDTIEDLGDDPALSLRSSTNPADSRTEASEDDMGDKAFPKR
AKPIKKAPKAEPLASKTLKTRPKKKTSGGGDSA '
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FIGURA 22- Referencia

SECID N°9 (secuencia de acido nucleico de REEP3 humano)
ATGGTGTCCTGGATGATCTCCAGAGCCGTGGTGCTGGTGTTTGGAATGCTTTA
TCCTGCATATTATTCATACAAAGCTGTGAAAACAAAAAACGTGAAGGAATAT
GTTCGATGGATGATGTACTGGATTGTTTTTGCTCTCTATACTGTGATTGAAAC
AGTAGCCGATCAAACAGTTGCTTGGTTTCCCCTGTACTATGAGCTGAAGATTG
CTTTTGTCATATGGCTGCTTTCTCCCT. ATACCAAAGGAGCAAGTTTAATATAT
AGAAAATTCCTTCATCCACTT C'I'I'I‘CITCAAAGGAAAGGGAGA'ITGATGA'ITA-
"TATTGTACAAGCAAAGGAACGAGGCTATGAAACCATGGTAAACTTTGGACGG
CAAGGTTTAAACCTTGCAGCTACTGCTGCTGTTACTGCAGCAGTAAAGGTAAT
TGTTCATTTACCTITTTAA ;

SEC ID N° 29 (secuencia de aminoacidos de REEP3 humano)
MVSWMISRAVVLVFGMLYPAYYSYKAVKTRNVKEYVRWMMYWIVFALYTVIE

TVADQTVAWFPLY YELKIAFVIWLLSPYTKGASLIYRKFLHPLLSSKEREIDD YTV
QAKERGYETMVNF GRQGLNLAATAAVTAAVI;VIVHLPF
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FIGURA 23- Referencia

SEC ID N° 10 {secuencia de acido nucleico de REEP4 humano)
ATGGTGTCCTGGATGATCTGTCGCCTGGTGGTGCTGGTGTTTGGGATGCTGTG
TCCAGCTTATGCTTCCTATAAGGCTGTGAAGACCAAGAACATTCGTGAATATG
TGCGGTGGATGATGTACTGGATTGTTTTTGCACTCTTCATGGCAGCAGAGATC
GTTACAGACATTTTTATCTCCTGGTTCCCTTTCTACTATGAGATCAAGATGGC
CTTCGTGCTGTGGCTGCTCTCACCCTACACCAAGGGCGCCAGCCTGCTTTACC
GCAAGTTTGTCCACCCGTCCCT! GTCCCGCCATGAGAAGGAGATCGACGCGTA
CATCGTGCAGGCCAAGGAGCGCAGCTACGAGACCGTGCTCAGCTTCGGGAAG
CGGGGCCTCAACATTGCCGCCT CCGCTGCTGTGCAGGCT GCCACCAAGAGTC
AGGGGGCGCI’GGCCGGCAGGC’I‘GCGGAGCI'I’CI’ CCATGCAGGACCTGCGCTC.

+ CATCTCTGACGCACCTGCCCCTGCCTACCATGACCCCCTCTACCTGGAGGACC
AGGTGTCCCACCGGAGGCCACCCATTGGGTACCGGGCCGGGGGCCTGCAGGA
CAGCGACACCGAGGATGAGTGTTGGTCAGATACTGAGGCAGTCCCCCGGGCG

. CCAGCCCGGCCCCGA.GQQA_AGCOCCT AATCCGCAGCCAGAGCCTGCGTGTGG
TCAAGAGGAAGCCACCGGTGCGGGAGGGCACCTCGCGCTCCCTGAAGGTTCG
GAOGAGGAAAAAGACI‘GTTGCCCT CAGACGTGGACAGCTAG .

SEC ID N° 30 (secuencia de aminoacidos de REEP4 humano)
MVSWMIC_RLVVLVFGNECPAYASYKAVKTTQHRBWRWMMYWIVFALFMAA
EIVIDIFISWFPFYYEIRMAFVLWLLSPYTKGASLLYRKFVHPSLSRHEKEIDAYIV
QAKERSYETVLSFGKRGLNIAASAAVQAATKSQGALAGRLRSFSMQDLRSISDA
PAPAYHDPLYLEDQVSHRRPPIGYRAGGLQDSDTEDECWSDTEAVPRAPARPRE
KPLIRSQSLRVVKREKPPVREGTSRSLKVRTRKKTVPSDVDS
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FIGURA 24 - Referencia

SEC ID N° 11 (secuencia de acido nucleico de REEP5 humano)
ATGTCTGCGGCCATGAGGGAGAGGTTCGACCGGTTCCTGCACGAGAAGAACT

GCATGACTGACCTTCTGGCCAAGCTCGAGGCCAAAACCGGCGTGAACAGGAG
CTTCATCGCTCTTGGTGTCATCGGACTGGTGGCCTTGTACCTGGTGTTCGGTT
ATGGAGCCTCTCTCCTCTGCAACCTGATAGGATTTGGCTACCCAGCCTACATC
TCAATTAAAGCTATAGAGAGTCCCAACAAAGAAGATGATACCCAGTGGCTGA
CCTACTGGGTAGTGTATGGTGTGTTCAGCATTGCTGAATTCTICTCTGATATCT
TCCTGTCATGGTTCCCCTTCTACTACATGCTGAAGTGTGGCTTCCTGTTGTGGT
GCATGGCCCCGAGCCCTTCTAATGGGGCTGAACTGCTCTACAAGCGCATCAT
CCGTCCTTTCTTCCTGAAGCACGAGTCCCAGATGGACAGTGTGGTCAAGGAC
CTTAAAGACAAGGCCAAAGAGACTGCAGATGCCATCACTAAAGAAGCGAAG
AAAGCI‘ACCG!‘GAA‘I'ITACTGGGT GAAGAAAAGAAGAGCACCTAA

. SECID N° 31 (secuencia de aminoacidos de REEP5 humano) - i

MSAAMRBRFDRFLHEKNCMTDLLAKLEAKTGVNRSFIALGVIGLVALYLVFGY
GASLLCNLIGFGYPAYISIKAIESPNKEDDTQWLTYWVVYGVFSIAEFFSDIFLSW
FPFYYMLKCGFLLWCMAPSPSNGAELLYKRIRPFFLKHESQMDSVVKDLKDKA
KETADAITKEAKKATVNLLGEEKKST
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FIGURA 25- Referencia

SEC ID N° 12 (secuencia de acido nucleico de REEP6 humano)
ATGGACGGCCTGAGGCAGCGCGTGGAGCACTTCCTGGAGCAAAGGAACCTG
GTCACCGAAGTGCTGGGGGCGCTGGAGGCCAAGACCGGGGTGGAGAAGCGG
TATCTGGCTGCAGGAGCCGTCACT:! CI‘GCI‘ AAGCCTGTATCTGCTGTTCGGCTA
CGGAGCGTCTCTGCTGTGCAATCTCATCGGATTTGTGTACCCCGCATATGCCT
CAATCAAAGCTATCGAGAGCCCAAGCAAGGACGACGACACTGTGTGGCTCAC
CTACTGGGTGGTGTACGCCCTGTTTGGGCTGGCCGAGTTCTTCAGCGATCTAC
TCCTGTCCTGGTTCCCTTTCTACTACGTGGGCAAGTGCGCCTTCCTGTTGTTCT
GCATGGCTCCCAGGCCCTGGAACGGGGCTCTCATGCTGTATCAGCGCGTCGT
GCGTCCGCTGTTCCTAAGGCACCACGGGGCCGTAGACAGAATCATGAACGAC
CTCAGCGGGCGAGCCCTGGACGCGGCGGCCGGAATAACCAGGAACGTCAAG
CCAAGCCAGACCCCGCAGCCGAAGGACAAGTGA

.. SECID N° 32 (secuencia de aminoacidos de REEP6 humano) : e
I\mGLRQRVEI-IFLEQRNLWEVLGALBAKTGVmCRYLAAGAVm.SLYHIGYG 28
ASLLCNLIGFVYPAYASIKAIRSPSKDDDTVWLTYWVVYALFGLAEFFSDLLLSW
FPFYYVGKCAFLLFCMAPRPWNGAIM,YQRWRPLPLRHHGAVDRIMNDLSGR
ALDAAAGITRNVKPSQTPQPKDK
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FIGURA 26

SEC ID N° 13 (acido nucleico de RTP1 murino)

ATGAGGATTTTTAGACCGTGGAGACTGCGCTGCCCTGCCTTACACTTACCCTC
TTTCCCCACGTTCTCTATAAAGTGTAGTTTGCCTCCTCTTCCCACTGACGAAG
ACATGTGTAAGAGTGTGACCACAGGTGAGTGGAAGAAGGTCTTCTACGAGAA
GATGGAGGAGGTGAAGCCAGCGGACAGCTGGGACTTCATCATAGACCCCAA
CCTCAAGCACAATGTGTTGGCCCCTGGCTGGAAGCAGTACCTGGAACTTCAT
GCCTCAGGCAGGTTCCACTGTTCCTGGTGCTGGCACACCTGGCAGTCACCCCA
TGTAGTCATCCTCTTCCACATGTACCTGGACAAGGCTCAGCGCGCTGGTTCGG
TGCGCATGCGTGTGTTCAAGCAGCTCTGCTACGAGTGCGGTACAGCACGGCT
GGATGAGTCCAGCATGCTGGAGGAGAACATCGAAAGCCTGGTGGACAACCTC
ATCACCAGTTTGCGAGAGCAGTGCTACGGGGAGCGTGGTGGCCACTACCGCA
TCCATGTGGCCAGCCGGCAGGACAACCGGCGACACCGCGGAGAGTTCTGCGA
GGCCTGCCAGGAAGGCATCGTGCACTGGAAGCCCAGTGAGAAGCTGCTGGA
GGAGGAGGCGACCACCTACACCTTCTCCCGTGCTCCCAGCCCCACCAAACCG
CAGGCTGAAACAGGCTCAGGCTGCAACTTCTGCTCCATTCCCTGGTGCTTATT
TTGGGCCACGGTTTTGATGCTCATCATCTACCTGCAATTCTCCTTCCGTACTTC
TGTCTAA

SEC ID N° 33 (secuencia de aminoacidos de RTP1 murino)

MRIFRPWRLRCPALHLPSFPTFSIKCSLPPLPTDEDMCKSVTTGEWKKVFYEKME
EVKPADSWDFIIDPNLKHNVLAPGWKQYLELHASGRFHCSWCWHTWQSPHVVI
LFHMYLDKAQRAGSVRMRVFKQLCYECGTARLDESSMLEENIESLVDNLITSLR
EQCYGERGGHYRIHVASRQDNRRHRGEFCEACQEGIVHWKPSEKLLEEEATTYT
FSRAPSPTKPQAETGSGCNFCSIPWCLFWATVLMLIIYLQFSFRTSV
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FIGURA 27

SEC ID N° 14 {secuencia de acido nucleico de RTP2 murino)

ATGTCCACCAGCCTGACCACTTGTGAGTGGAAGAAGGTCTTCTACGAGAAGA
TGGAGGTGGCCAAGCCAGCGGACAGCTGGGAGCTCATCATAGACCCCACCCT
CAAGCCCAATGAGCTGGGCCCTGGCTGGAAGCAGTACCTGGAGCAACATGCC
TCAGGCAGGTTCCACTGTTCCTGGTGTTGGCACACATGGCAATCTGCCAATGT
CGTCATTCTCTTCCACATGCACCTGGACCGTGCCCAGCGTGTTGGCTCAGTGC
GCATGCGCGTGTTCAAGCAGCTGTGCTATCAGTGCGGCACGTCGCGGCTGGA
CGAGTCCAGCATGCTGGAGGAGAATATCGAGGGCCTGGTGGACAACCTCATC
ACCAGTCTGCGCGAGCAGTGTTACGATGAGGATGGTGGCCAGTACCGCATCC
ACGTAGCCAGCCGGCCAGACAGCGGATTGCACCGCAGTGAGTTCTGCGAGGC
CTGCCAGGAAGGCATCGTGCACTGGAAGCCCAGCGAAAAGCTGCTGGAGGA
GGATGCCGCCTATACCGATGCCTCCAAGAAGAAGGGCCAGGCTGGTTTTATC
TCCAGCTTCTTCTCATTTCGTTGGTGCCTGTTCTGGGGCACCCTCTGCCTGGTC
ATTGTCTACCTGCAGTTCTTCCGAGGCCGCTCTGGCTTCCTTTAG

SECID N° 34 (secuencia de aminoacidos de RTP2 murino)

MSTSLTTCEWKKVFYEKMEVAKPADSWELIIDPTLKPNELGPGWKQYLEQHASG
RFHCSWCWHTWQSANVVILFHMHLDRAQRVGSVRMRVFKQLCYQCGTSRLDE
SSMLEENIEGLVDNLITSLREQCYDEDGGQYRIHVASRPDSGLHRSEFCEACQEGI

VHWKPSEKLLEEDAAYTDASKKKGQAGFISSFFSFRWCLFWGTLCLVIVYLQFF
RGRSGFL
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FIGURA 28- Referencia

SEC ID N° 15 (secuencia de acido nucleico de RTP3 murino)

ATGATGGAAGAAGACATAGGAGACACAGAGCAATGGCGACATGTGTTCCAG -
GAGCTAATGCAAGAGGTGAAACCCTGGCACAAATGGACCCTCATACCAGAC ]
AAGAACCTTCTTCCCAACGTTTTGAAGCCAGGATGGACGCAATACCAGCAAA.
AGACCTTTGCTAGGTTCCACTGTCCTTCCTGCTCTCGAAGTTGGGCATCTGGC
CGAGTTCTGATAGTCTTCCACATGCGGTGGTGTGAGAAGAAGGCCAAGGGGT
GGGTGAAGATGAGGGTGTTTGCTCAGAGATGTAATCAGTGCCCCGAGCCTCC
ATTTGCAACTCCAGAAGTCACTTGGGACAACATCTCAAGGATCTTGAACAAC.
CTGCTCTTCCAAATTCTGAAGAAGTGCTATAAAGAAGGATTTAAGCAAATGG
GTGAGATTCCTTTGCTAGGGAACACCAGTCTCGAAGGGCCACATGACAGCAG
CAACTGTGAGGCCTGTCTCCTGGGCTTTTGTGCTCAGAATGACTTAGGCCAAG
CCTCAAAACCACCAGCACCCCCATTATCTCCTACCTCCTCAAAGTCAGCCAGEG
GAGCCCAAGGTCACTGCCACCTGTAGCAACATTTCCTCCTCACAGCCCTCCTC
TAAAGTACAGATGCCCCAAGCATCAAAAGCGAACCCCCAAGCCAGTAACCCT
ACCAAAAATGACCCCAAAGTTAGCTGCACCTCAAAACCACCAGCACCCCCAT
TATCTCCTACCTCCTTAAAGTCAGCCAGGGAGCCTAAGGTCACTGTCACCTGT
AGCAACATTTCCTCCTCGCGGTCCTCCTCT. AMGTACAGATGCOCCAAGCA’IC
AAAAGTGAACCCCCAAACCAGTAATCCTACCAAAAATGACCCCAAGATTAGC
TGTACCTCAAAACCATCAACI‘ACTCCAAGACI'GACAATACAACAGCTGT CAG
TAGTAAGCCCACCTGCCCCTGCCCCTACATGTGTCATTCAAATGCCTTCTCCC
ACTCCCATCGACGGCAGCAGAGCAGCAGATGTAGCAAAGGAGAACACCAGA
TCCAAGACCCCAAAGGCATTGCTCTCATCCCCTTTATACGTCCCACCCACTTC
CTCCTATGTCCCACCCACTTCCTCCTATGTCCCACCCACTTCCTCCTATGTCCC
GCCCACTTCCTCTTATGTCCCACCCACTTCCTCCTCAGTTATTGTGCCCATTTC
CTCCTCGTGGAGACTACCAGAAAACACTATTTGCCAAGTAGAGAGAAACAGT
CATATCCACCCGCAAAGCCAGTCTTCCTGCTGTGGGGCCTGCTGCGAGTCCTG
GTGTGAGATCITCAGG'I'ACTCATGCTGTGAGGCCGCCT GTAATTGCATGTCAC
AGAGTCCACTGTGTTGCTTGGCCTTTCTAATCTTGTTCTTATTGCTGTGGTATT
TATTATAA

SEC ID N° 35 (secuencia de aminoacidos de RTP3 murino) v

MMEEDIGDTEQWRHVFQELMQEVKPWHKWTLIPDKNLLPNVLEPGWTQYQQK
TFARFHCPSCSRSWASGRVUVFHMRWCEKKAKGWVKMRVPAQRCNQCPBPPF
ATPEVTWDNISRIINNLLFQHKKCYKEGFKQMGEIPLLGNTSLEGPHDSSNCEAC
HGFCAQNDWQASIQPAPPISPTSSKSAREPKVTVTCSNISSSRPSSKVQMPQAS

. KVNPQASNPTKNDPKVSCTSKPPAPPLSPTSLKSAREPKVTVTCSNISSSRPSSKV

QMPQASKYV
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FIGURA 29- Referencia

SEC ID N° 16 (secuencia de acido nucleico de RTP4 murino)

ATGCTGTTCCCCGATGACTTCAGTACTTGGGAGCAGACATTTCAAGAACTGAT

- GCAGGAGGAGAAGCCCGGGGCCAAGTGGAGCCTGCATTTGGATAAGAACAT
TGTACCAGATGGTGCAGCCCPGGGATGGAGGCAGCAOCAGCAGACAGT GCTT
GGCAGGTTCCAGTGTTCCAGATGCTGCAGAAGTTGGACCTCTGCTCAGGTGA
TGATCTTGTGCCACATGTACCCGGACACTTTGAAATCGCAGGGCCAGGCACG
CATGAGGATCITTGGTCAGAAGTGCCAGAAGT GTT!TGGATGTCAA'I'ITGAG
ACT CCCAAG'ITCTCCACAGAGATCATCAAAAGAATI’CTGAATAACCH‘ AGTTA
ATTATATTCTGCAGAGATACTATGGACA CAGGAAGATAGCA'ITGACCI‘ CGAA
TGCATCTTIGGGTGAGAAGGTGACTTTGGATGGGCCCCACGACACACGCAAT
TGTGAGGCATGCAGTCTAAACTCTCATGGAAGATGTGCCCTTGCACACAAAG-
TAA.AACCACCCAGATCTCCATCI‘CCA’ITAC CAAATAGTTCCTCCCCATCAAAG
AGCI‘GCCCTCCT CCGCCI’CAGACCCGGAATACGGATTI'I‘GGGAATAAAACI‘ C

i ‘ITCAGGATTTTGGGAATAGAACTTITCAGGGATGCAQAGAGCCCQCQ CAACG.
TGAAATAGAGCCACCACTATTTCTGTITITGTCTATTGCTGCATTTGCCCTTTT
TAGTCTTTTCACTAGATAA

SEC ID N° 36 (secuencia de aminoacidos de RTP4 murino)
NEFPDDFSTWBQTFQELMQKEKPGAKWSLHLDKNNPDGAALGWRQHQQWG
RFQCSRCCRSWTSAQVMILCHMYPDTLKSQGQARMRIFGQKCQKCFGCQFETPK
FSTEORKRILNNLYNYILQRYYGHRKIALTSNASLGEKVTLDGPHDTRNCEACSLN
SHGRCALAHKVKPPRSPSPLPNSSSPSKSCPPPPQTRNTDFGNKTIQDFGNRTFQG
CREPPQREIEPPLFIFLSIAAFALFSIFI’R
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FIGURA 30

SEC ID N° 17 {secuencia de acido nucleico de RPT1-A1 humano)
ATGTGTAAAAGCGTGACCACAGATGAGTGGAAGAAAGTCI'I‘CTA‘I‘GAGAAGA'I‘ :
'GGAGGAGGCAAAGOCGGCI‘GACAGC’I‘GGGACCT CATCATAGACCCCAACCTC
AAGCACAATGTGC'I‘GAGCCCTGG’I'I‘GGAAGCAGTACCT GGAATTGCATGCTT
CAGGCAGGTTCCACTGCTCCTGGTGCTGGCACACCTGGCAGTCGCCCTACGT
GGTCATCCTCTTCCACATGTTCCTGGACCGCGCCCAGCGGGCGGGCTCGGTGC
GCATGCGCGTCTTCAAGCAGCTGTGCTATGAGTGCGGCACGGCGCGGCTGGA
CGAGTCCAGCATGCTGGAGGAGAACATCGAGGGCCTGGTGGACAACCTCATC.
ACCAGCCTGCGCGAGCAGTGCTACGGCGAGCGTGGCGGCCAGTACCGCATCC
ACGTGGCCAGCCGCCAGGACAACCGGCGGCACCGCGGAGAGTTCTGCGAGG
CCTGCCAGGAGGGCATCGTGCACTGGAAGCCCAGCGAGAAGCTGCTGGAGG
AGGAGGCGACCACCTACACCTTCTCCCGGGCGCCCAGCCCCACCAAGTCGCA
GGACCAGACGGGCTCAGGCTGGAACTTCTGCTCTATCCCCTGGTGCTTGTTIT
GGGCCACGGTCC’I‘GC!‘GCTGATCATCTACCI‘GCAG‘ITCTCHTCCGTAGCTCC :

"GTATAA

SEC ID N° 37 (secuencia de aminoacidos de RPT1-A1 humano)
MCKSVﬂ'DEWKKVFYEK]vtEBAKPADSWDLIIDPNIKHNVISPGWKQYLBLHAS

GRFHCSWCWHTWQSPYVVILFHM
FLDRAQRAGSVRMRVFRKQLCYECGTARLDES SMEMGLVDNIHSLREQCY

GERGGQYRIHVASRQDNRRHRG
EFCEACQEGIVHWKPSEKLLEEEATTYTFSRAPSPTKSQDQTGSGWNFCSIPWCL

FWATVLLLIIYLQFSFRSSV
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FIGURA 31

SEC ID N° 18 (secuencia de acido nucleico de RTP2 humano)

ATGTGTACCAGCTTGACCACTTGTGAGTGGAAGAAAGTCTTCTATGAGAAGA
TGGAGGTGGCAAAGCCAGCGGACAGCTGGGAGCTCATCATAGACCCCAACCT
CAAGCCCAGTGAGCTGGCCCCTGGCTGGAAGCAGTACCTGGAGCAGCACGCC
TCAGGCAGGTTCCACTGCTCCTGGTGCTGGCACACCTGGCAGTCTGCCCATGT
GGTCATCCTCTTCCACATGTTCCTGGACCGCGCCCAGCGGGCGGGCTCGGTGC
GCATGCGCGTCTTCAAGCAGCTGTGCTATGAGTGCGGCACGGCGCGGCTGGA
CGAGTCCAGCATGCTGGAGGAGAACATCGAGGGCCTGGTGGACAACCTCATC
ACCAGCCTGCGCGAGCAGTGCTACGAGGAGGATGGTGGCCAGTACCGCATCC
ACGTGGCCAGCCGCCCGGACAGCGGGCCGCATCGTGCAGAGTTCTGTGAGGC
CTGCCAGGAGGGCATCGTTCACTGGAAGCCCAGCGAGAAGCTGCTGGAGGA
GGAGGTGACCACCTACACCTCTGAAGCCTCCAAGCCGAGGGCCCAGGCGGG
ATCCGGCTACAACTTCTTGTCTCTTCGCTGGTGCCTCTTCTGGGCCTCTCTCTG
CCTGCTCGTTGTTTACCTGCAGTTCTCCTTCCTCAGTCCTGCCTTCTTTTAG

SEC D N° 38 (secuencia de aminoacidos de RTPZ humano)
MCTSLTTCEWKKVFYEKMEVAKPADSWELIIDPNLKPSELAPGWKQYLEQHAS
GRFHCSWCWHTWQSAHVVILFHMFLDRAQRAGSVRMRVFKQLCYECGTARLD
ESSMLEENIEGLVDNLITSLREQCYEEDGGQYRIHVASRPDSGPHRAEFCEACQE
GIVHWKPSEKLLEEEVTTYTSEASKPRAQAGSGYNFLSLRWCLFWASLCLLVVY
LQFSFLSPAFF
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FIGURA 32- Referencia

SEC ID N° 19 (secuencia de acido nucleico de RTP3 humano)
ATGGCTGGGGACACAGAAGTGTGGAAGCAAATGTITCAGGAGTTAATGCGGG
AGGTGAAGCCATGGCACAGGTGGACCCTGAGACCAGACAAGGGCCTTCTTCC
" CAACGTCCT GAAGCCAGGCTGGATGCAATACCAGCAGTGGACCTTCGCCAGG
TICCAGTGCTCCTCCTGCTCTCGTAACTGGGCCTCTGCCCAAGTTCTGGTCCTIT
TTCCACATGAACTGGAGTGAGGAGAAGTCCAGGGGCCAGGTGAAGATGAGG -
GTGTTTACCCAGAGATGTAAGAAGTGCCCCCAACCTCTGTTTGAGGACCCTG
AGTTCACACAAGAGAACATCTCAAGGATCCTGAAAAACCTGGTGTTCCGAAT
TCT! GMGAAATGCTATAGAGGAAGAITICAGITGATAGAGGAGGTT CCTATG
ATCAAGGACATCTCTCTTGAAGGGCCACACAATAGT GACAACTGTGAGGCAT
GICTGCAGGGCTTCTAGTGCTGGGCCCATACAGGTTACAAGCCTCCCCCCATCT
CAGACCCCAAGAGTACACTCCATTTACAAGGTGGAGGAGGTAGTTAAGCCCT
GGGCCTCAGGAGAGAATGTCTATTCCTACGCATGCCAAAACCACATCTGTAG
GA.ACTT AAGCATI'I‘TCTGCI' GTTGTGT CA’ITCTCATPGTTATCGTGGTGATI‘GT

’ TGTAAAAACI‘GCTATATGA

SEC ID N° 39 (secuencia de aminoacidos de RTP3 humano)
MAGDTBVWKQWQBLMREVKPWIRWTLRPDKGLLPNVLKPGWMQYQQWTF
ARFQCSSCSRNWASAQVLVLFHMNWSEEKSRGQVKMRVFTQRCKK CPQPLFED
PEFTQBNTSRH.KNLVFRH.KKCYRGRFQLIEBVPMKDISLEGPHNSDNCBACLQG
FCAGPIQVTSLPPSQTPRVHSIYKVEBVVKPWASGENVY SYACQNHICRNLSIFCC
CVILIVIVVIVVKTAL
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FIGURA 33 - Referencia

SECID N° 20 (secuencua de acido nucleico de RTP4 humano)

ATGGTTGTAGATTTCTGGACTTGGGAGCAGACATTTCAAGAACTAATCCAAG
AGGCAAAACCCCGGGCCACATGGACGCTGAAGTTGGATGGCAACCTTCAGCT
AGACTGCCTGGCTCAAGGGTGGAAGCAATACCAACAGAGAGCATTTGGCTGG
TTCCGGTGTTCCTCCTGCCAGCGAAGTTGGGCTTCCGCCAAGTTGCAGATICT
GTGCCACACGTACTGGGAGCACTGGACATCCCAGGGTCAGGTGCGTATGAGG
CTCTTTGGCCAAAGGTGCCAGAAGTGCTCCTGGTCCCAATATGAGATGCCTG
AGTTCTCCTCGGATAGCACCATGAGGATTCTGAGCAACCTGGTGCAGCATAT
ACTGAAGAAATACTATGGAAATGGCATGAGGAAGTCTCCAGAAATGCCAGTA
ATCCTGGAAGTGTCCCTGGAAGGATCCCATGACACAGCCAATTGIGAGGCAT
GCACTTTGGGCATATGTGGACAGGGCTTAAAAAGCTACATGACAAAGCCGTC
CAAATCCCTACTCCCCCACCTAAAGACTGGGAATTCCTCACCTGGAATTGGTG.
CTGTGTACCTCGCAAACCAAG CCMGAACCAGTCAGA’I’GAGGCAAAAGAGG

. it . -

ATCAGAATGA

SEC ID N° 40 (secuencia de aminoacidos de RTP4 humano)
MVVDFWTWEQTFQEUQBAKPRATWTLKIDGNDQLDCLAQGWKQYQQRAFG
WFRCSSCQRSWASAKLQILCHTYWEHWTSQGQVRMRLFGQRCQKCSWSQYBM
PEFSSDSTMRILSNLVQHILKKYYGNGMRKSPEMPVILEVSLEGSHDTANCEACT
LGICGQGLKS YMTKPSKSLLPHLEKTGNSSPGIGAVYLANQAKNQSDEAKEAKGS
GYEKLGPSRDPDPLNICVFILLLVFIVVKCFTSE
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FIGURA 34
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Figura 36- Referencia
SEC ID N°® 41 {secuencia de aminoacidos murinos para RTP1-A)

MEEVKPADSWDFIIDPNLKHNVLAPGWKQYLELHASGRFHCSWCWHTWQSPH
VVILFHMYLDKAQRAGSVRMRVFKQLCYECGTARLDESSMLEENIESLVDNLIT
SLREQCYGERGGHYRIHVASRQDNRRHRGEFCEACQEGIVHWKPSEKLLEEEAT
TYTFSRAPSPTKPQAETGSGCNFCSIPWCLFWATVLMLIYLQFSFRTSV
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Figura37- Referencia

SEC ID N1 42 (secuencia de aminoacidos murinos para RTP1-B)

. MYLDRAQRAGSVRMR VFKQLCYECGTARLDESSMLEENIESLVDNLITSLREQC
YGERGGHYRIHVASRQDNRRHRGEFCEACQEGIVHWKPSEKLLEFEATTYTFSR
APSPTKPQAETGSGCNFCSIPWCLFWATVLMLIYLQFSFRTSV
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Figura 38. Referencia
SEC ID N° 43 (secuencia de aminoacidos murinos para RTP1-C)

MLEENIESLVDNLITSLREQCYGERGGHYRIHVASRQDNRRHRGEFCEACQEGIV
HWRKPSEKLLEEEATTYTFSRAPSPTKPQAETGSGCNF CSIPWCLFW ATVLMLIOYL

QFSFRTSV
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Figura 39. Referencia
SEC ID N° 44 (secuencia de aminoacidos murinos para RTP1.D)

MRIFRPWRLRCPALHLPSFPTFSIKCSLPPLPTDEDMCKSVTTGEWKKVFYEKME
EVKPADSWDFIIDPNLKHNVLAPGWKQYLELHASGRFHCSWCWHTWQSPHVVI
LFHMYLDKAQRAGSVRMRVFKQLCYECGTARLDESSMLEENIESLVDNLITSLR

EQCYGERGGHYRIHVASRQDNRRHRGEFCEACQEGIVHWKPSEKLLEEEATTYT
FSRAPSPTKPQAETGSGC
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Figura 40. Referencia
SEC ID N° 45 (secuencia de aminoacidos murinos de RTP1-E)

MRIFRPWRLRCPALHLPSFPTFSIK CSLPPLPTDEDMCKSVTTGEWKKVFYEKME
BVKPADSWDFIIDPNLKHNVLAPGWKQYLELHASGRFHCSWCWHTWQSPHVVI
mggmqmesvmvmqmcmmzssmmmavn%m
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FIGURA 41
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FIGURA 42
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FIGURA 44
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Figura 45

SEC ID N° 46 (secuencia de aminoacidos murina de RTP1-A1)

MCKSVTTGEWKKVFYEKMEEVKPADSWDFIIDPNLKHNVLAPGWKQYLELHAS
GRFHCSWCWHTWQSPHVVILFHMYLDKAQRAGSVRMRVFKQLCYECGTARLD

ESSMLEENIESLVDNLITSLREQCYGERGGHYRIHVASRQDNRRHRGEFCEACQE

GIVHWKPSEKLLEEEATTYTFSRAPSPTKPQAETGSGCNFCSIPWCLFWATVLMLI
TYLQFSFRTSV

SEC ID N° 47 {secuencia de aminoacidos humana para RTP1-A1)

{CKS VTTDEWRKVF YEXKMEEAKPA
61 DSWDLIIDPN LKHNVLSPGW KQYLELHASG RFHCSWCWHT WQSPYVVILF HMFLDRAQRA
121 GSVRMRVFKQ LCYECGTARL DESSMLEENI EGLVDNLITS LREQCYGERG GQYRIHVASR
181 QDNRRHRGEF CEACQEGIVH WKESEKLLEE EATTYTFSRA PSPTKSQDQT GSGWNFCSIP
241 WCLFWATVLL LIFYLQFSFR SSV
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Figura 46- Referencia

SEC ID N° 48 (secuencia de aminoacidos murino para RTP1-D1)

MRIFRPWRLRCPALHLPSFPTFSIKCSLPPLPTDEDMCKSVTTGEWKKVFYEKME
EVKPADSWDFIDPNLKHNVLAPGWKQYLELHASGRFHCSWCWHTWQSPHVVI
LFHMYLDKAQRAGSVRMRVFKQLCYECGTARLDESSMLEENIESLVDNLITSLR
EQCYGERGGHYRIHVASRQDNRRHRGEFCEACQEGIVHWKPSEKLLEEEA
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Figura 47. Referencia
SEC ID N°49 ('secuencia de aminoacidos murina para RTP-D2)

MRIFRPWRLRCPALHLPSFPTFSIKCSLPPLPTDEDMCKSVTTGEWKKVFYEKME
EVEPADSWDFIDPNLKHNVLAPGWKQYLELHASGRFHCSWCWHTWQSPHVVI
LFHMYLDKAQRAGSVRMRVFKQLCYECGTARLDESSMLEENIESLVDNLITSLR
EQCYGERGGHYRIHVASRQDNRRHRGEFCEA
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Figura 48
SEC ID N° 50 {secuencia de aminoacidos murina para RTP-D3)

MRIFRPWRLRCPALHLPSFPTFSIKCSLPPLPTDEDMCKSVTTGEWKKVFYEKME
EVKPADSWDFIIDPNLKHNVLAPGWKQYLELHASGRFHCSWCWHTWQSPHVVI
LFHMYLDKAQRAGSVRMRVFKQLCYECGTARLDESSMLEENIESLVDNLITSLR
EQCYGERGGHYRIHVASRQDNRRHRGEFCEACQEGIVHWKPSEKLLEEEATTYT
FSRAPSPTKPQAETGSGCNFCSIPWCLFWATVLMLII
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FIGURA 51
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FIGURAS3
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FIGURA 54
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FIGURA 56
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