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DESCRIPCION
Receptores gustativos de la familia T1R del gato doméstico
AMBITO DE LA INVENCION

[0002] La presente invencion se refiere al campo de los mecanismos sensoriales del gato doméstico (Felis catus). La
invencion se refiere, por ejemplo, al descubrimiento de varios genes que codifican los receptores gustativos (receptores
del gusto, del sabor) de la familia T1R de Felis catus Taslrl, Taslr2 y Tas1r3, a los polipéptidos por ellos codificados
(T1R1, T1IR2 y T1R3) y a métodos y usos de los mismos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] EI sentido del gusto es importante para determinar la eleccién de los alimentos, para regular la ingesta de
alimentos y para garantizar un uso eficiente de los nutrientes ingeridos. El gusto puede actuar como un sistema de
advertencia de la presencia de alimentos posiblemente nocivos, mediante, por ejemplo, las sensaciones desagradables
de sabor acido o amargo; también puede actuar como un sistema de atraccién a alimentos posiblemente ricos en
nutrientes, mediante, por ejemplo, las sensaciones, atractivas de sabor dulce, salado y sabroso (también denominado
“umami").

[0004] Los estimulos gustativos son recibidos por las llamadas células receptoras gustativas (células con receptores
gustativos), presentes en los botones gustativos, que estan situados en el epitelio de las papilas gustativas de la lengua
(Kitagawa et al., Bioch. Bioph. Res. Comm., 283:236-242 (2001)). Se cree que los estimulos son transducidos por
receptores gustativos situados en la superficie de las células receptoras gustativas (véase la referencia anterior). Los
receptores gustativos codificados por los genes de una especie dada reflejan las elecciones, en cuanto a alimentos, que
dicha especie realiza. Por ejemplo, es de esperar que los “receptores del dulzor” de una especie herbivora sean
diferentes de los de una especie carnivora, puesto que dichas especies tienen alimentaciones (“dietas“) completamente
diferentes, en las que los alimentos respectivos contienen estimulos primarios diferentes. Dado que es probable que la
especificidad de los receptores gustativos refleje la eleccion de alimentos, cabe esperar que la homologia entre las
secuencias de dichos receptores, de unas especies a otras, sea tan predictiva, 0 mas predictiva, de las preferencias
alimenticias de una especie dada, como la relacion filogenética entre especies.

[0005] EI comportamiento del gato doméstico (Felis catus), que es un carnivoro, hacia estimulos tales como los
carbohidratos dulces, que, en general, no puede saborear (detectar), asi como hacia los L-aminoacidos, que, en
general, si que puede saborear (detectar), deberia poder ser explicado por la especificidad de los receptores gustativos
de otras especies de carnivoros. El conocimiento directo de los genes de los receptores gustativos permitird entender el
mundo sensorial de un animal y puede resultar Gtil para identificar moduladores de los receptores gustativos codificados
por dichos genes, a fin de influir sobre las preferencias gustativas de un animal.

[0006] Se han identificado los receptores moleculares del elemento gustativo “dulzor” en el ser humano, el ratén y la
rata. A dia de hoy, se conocen tres miembros de la familia de receptores gustativos T1R: T1R1, T1R2 y T1R3
(Montmayeur & Matsunami, Curr. Opin. Neurobiol., 12(4):366- 371 (2002)). El gen del receptor T1R3 esta situado dentro
del locus Sac, que es el principal locus genético (génico) que controla la preferencia por los estimulos de sabor dulce en
el ratén (Li et al.,, Mamm. Genome, 12(1):13-16 (2001); Li et al., Mamm. Genome, 13(1):5-19 (2002)). La region sinténica
humana correspondiente al gen del TIR3 murino esta en 1p36.33 (1162-1186 kb (kilobases)). El gen de T1R1 esta
situado en el 1p36.23 humano (6324-6349 kb), que estd a unos ~5 Mb (megabases) del gen de T1R3; por su parte, el
gen de T1R2 esté situado en el 1p36.13 (18483-18729 kb), que esta a unos ~12 Mb del gen de T1R1.

[0007] La mayoria de los T1Rs son receptores unidos a proteina G, dotados de dominios aminoterminales (“N-
terminales”) largos extracelulares, que se cree que participan en la union a ligandos (Montmayeur & Matsunami, Curr.
Opin. Neurobiol., 12(4):366-371 (2002)). Se ha demostrado que los receptores T1R se dimerizan. Por ejemplo, se ha
detectado homodimerizacion de los T1Rs (Zhao et al., Cell, 115:255-266 (2003)). Los receptores gustativos también se
heterodimerizan. Por ejemplo, se ha detectado la unién de T1R3 con T1R1 o con T1R2. En el ratdn, el heterodimero
T1R1/T1R3 actla como un receptor que detecta determinados aminodacidos. El heterodimero T1R2/T1R3 actla como
un receptor que detecta estimulos considerados dulces por los seres humanos. De los datos con los que se cuenta
actualmente se desprende que el componente T1R3 del dimero de T1R vincula el receptor gustativo a los procesos de
transduccion de las sefiales celulares, con lo que se garantiza que el evento de unién a estimulo sea transducido a una
sefial neural. Por eso, el conocimiento de los receptores T1R conducira a una mejor comprension de las reacciones,
especificas de especie, a los estimulos gustativos.

[0008] En la actualidad, los mecanismos de identificacion de estimulos gustativos novedosos en el gato doméstico se
limitan, por ejemplo, a estudios sobre la alimentacion, laboriosos y complejos, en los que se usan un ingrediente
novedoso y un ingrediente de control y se compara la ingesta de ambos. Se pueden invertir cantidades notables de
tiempo, esfuerzos y dinero para el descubrimiento de un solo estimulo. Ademas, hay enfermedades felinas que a
menudo se ven exacerbadas cuando un gato se niega a comer. Asimismo, siguen siendo desconocidas, en su mayor
parte, las caracteristicas moleculares que definen a los estimulos gustativos aceptables para el gato doméstico, lo que
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dificulta los abordajes racionales de los disefios computacionales de los estimulos gustativos. Por todo ello, el
conocimiento de los receptores gustativos felinos y sus ligandos puede llevar a una mejor comprension de la percepcion
gustativa (la percepcion de los sabores) del gato, y de la modulacion de la misma.

[0009] La presente invencion proporciona genes novedosos que codifican los receptores gustativos T1R1, T1IR2 y
T1R3 felinos, los polipéptidos codificados por dichos genes, y también, métodos de uso de los receptores, a fin de
identificar compuestos capaces de estimular, inhibir o modificar las respuestas en cuanto a ingesta, o el comportamiento
general de un gato. Los métodos de analisis/seleccion de la invencién posibilitan el andlisis y seleccién rapidos de
socios de unién, agonistas, antagonistas y moduladores de los receptores T1R del gato doméstico. Los resultados de
los estudios sobre los receptores T1R felinos reflejan el singular perfil gustativo del gato doméstico.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0010] Determinadas realizaciones de la presente invencion se refieren a un polinucleotido aislado y purificado que
codifica un polipéptido de receptor T1R felino que comprende: a) la secuencia de nucledtidos de la SEC N° ID:1 o de la
SEC N° ID:99; b) una variante del polinucleétido de la SEC N° ID:1 o SEC N° ID:99, y dicha variante tiene una
homologia de al menos un 98% respecto del polinucleétido de la SEC N° ID:1 o SEC N° ID:99 y codifica un polipéptido
gue tiene esencialmente la misma actividad bioldgica que un polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos de la
SEC N° ID:1 o SEC N° ID:99; c¢) una variante del polinucleétido de la SEC N° ID:1 o SEC N° ID:99 que tiene una
homologia de al menos un 98% respecto del polinucleétido de la SEC N° ID:1 o SEC N° ID:99 y que codifica un
polipéptido que confiere una percepcion modificada del sabor (percepcion gustativa modificada respecto de uno o mas
estimulos gustativos, en comparacion con un polipéptido codificado por el polinucleétido de la SEC N° ID:1 o SEC N°
ID:99; o d) una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos de la SEC N° ID:2. La actividad
biolégica del polipéptido codificado por los polinucleétidos de la invencién puede determinarse, por ejemplo, mediante
un ensayo de unién in vitro, como, por ejemplo, entre otros posibles, un ensayo de evaluacién del nivel de unién del
polipéptido al socio de dimerizacion de T1R. Los polinucleétidos de la invencién puede ser ADN o ARN y ser de cadena
Unica o de cadena doble. En otras realizaciones de la invencion, las variantes polinucleotidicas del polinucleétido de la
SEC N° ID:1 o SEC N°ID:99 que codifican una secuencia de aminoacidos de SEC N° ID:2 tienen una sustitucion no
conservada de un aminoacido, por ejemplo, a nivel del residuo 59 o del residuo 64.

[0011] Ademas, la invencion engloba vectores de expresion que contienen los polinucleétidos de la invencion, unidos
operativamente a un promotor. Otra realizacién de la invencion proporciona células “host* (células hospedadoras) que
contienen el vector de expresion. Dichas células host pueden ser procariéticas, como, por ejemplo, células bacterianas,
0 eucaridticas, como, por ejemplo, células de levadura o células de mamifero (por ejemplo, células humanas, murinas,
porcinas, bovinas, caninas o felinas). Ademas, la invencion engloba cultivos celulares de las células host. Ademas, la
invencion engloba métodos de produccion de un receptor T1R felino mediante cultivo de las células host y recuperacion
de receptores de dicho(s) cultivo(s).

[0012] Oftra realizacion de la invencion incluye el polipéptido del receptor T1R felino, que comprende: a) la secuencia
de aminoacidos codificada por un polinucleétido de la Reivindicacién 1; b) la secuencia de aminoacidos de la SEC N°
ID:2; c) una variante de la SEC N° ID:2 y dicha variante tiene una homologia de al menos un 98% respecto de la
secuencia de aminoacidos de la SEC N° ID:2 y sustancialmente la misma actividad biolégica que el polipéptido de la
SEC N° ID:2; d) una variante de la SEC N° ID:2 y dicha variante tiene una homologia de al menos un 98% respecto de
la secuencia de aminoacidos de la SEC N° ID:2 y al menos una variacion en la secuencia de la SEC N° ID:2 y dicha
variacion confiere una percepcion gustativa modificada, hacia uno o mas estimulos gustativos, en comparacion con un
polipéptido de la SEC N° ID:2. La actividad bioldgica de los polipéptidos de la invencién puede determinarse, por
ejemplo, mediante un ensayo de unién in vitro, como, por ejemplo, entre otros posibles, uno en el que se
evalte/determine el nivel de unién del polipéptido a un socio de dimerizacién de T1R. La actividad bioldgica de los
polipéptidos de la invencion puede también determinarse mediante medicion de la conductancia idnica; flujo idnico;
“imagen de calcio“ mediante, entre otras posibilidades, Fura-2, actividad medida mediante dextrano verde, o actividad
medida mediante acuorina; medicion del voltaje y/o analisis de imagenes del voltaje mediante tintes o genes
informadores tales como pB-luciferasa, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa o B-lactamasa; medicion de segundos
mensajeros, como, por ejemplo, IP3 (inositol trifosfato), AMPc, ensayos basados en activacion de la proteina G; o
fosforilacion de receptores. Los polipéptidos de las variantes de la invencion pueden tener una secuencia de
aminoacidos que tenga al menos una variacion de la secuencia de la SEC N° ID:2, que confiere una percepcion
gustativa modificada respecto de uno o mas estimulos gustativos, en comparacion con un polipéptido de la SEC N° ID:2.
Ademas, los polipéptidos de la invencién pueden comprender dominios funcionales de los receptores T1R de la
invencion, como, por ejemplo, dominios extracelulares, transmembranales e intracelulares de los receptores, asi como
combinaciones de los mismos. Son ejemplos de dominios funcionales del polipéptido T1R3 de la SEC N° ID:2, entre
otros posibles, los dominios extracelulares (residuos 1-571, 628-641, 705-730, y 787-794 de la SEC N° ID:2), los
dominios transmembranales (residuos 572-594, 610-627, 642-664, 681-704, 731-754, 767-780, y 795-812 de la SEC N°
ID:2), y los dominios intracelulares (residuos 595-609, 665-680, 755-766, y 813-865 de la SEC N° ID:2).

[0014] Ademas, la invencion proporciona un kit para la deteccion de un polinucleétido que codifica un polipéptido de
receptor T1R felino, y dicho kit comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de receptor T1R felino de la
Reivindicacion 6, asi como instrucciones referentes a la deteccién de dicho polinucleétido.
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[0015] Lainvencion proporciona asimismo anticuerpos que inmunorreaccionan de manera especifica con al menos un
epitopo de un polipéptido de la invencién. El kit de la invencién puede comprender los anticuerpos de la invencion, asi
como instrucciones referentes a la deteccion.

[0016] Ademas, la invenciéon proporciona métodos para la identificacion de compuestos que interaccionan con un
receptor T1R felino; para ello, se pone en contacto un polipéptido de receptor T1R felino, de la invencién, con un
compuesto de prueba, y se detecta la interaccion entre el receptor y el compuesto. Los métodos de deteccién de dicha
interaccion pueden ser ensayos basados en células, o ensayos sin células. Por ejemplo, un polinucleétido de la
invencion puede expresarse en un sistema de expresion heterélogo o en un extracto celular. Puede unirse el receptor a
un soporte solido. En un aspecto de la invencion, se unen los sitios de reconocimiento del receptor a un sistema de
monitorizacion, de naturaleza eléctrica u 6ptica. En otra realizacion, se formula el soporte sélido dentro de una “lengua
electronica“ especifica o biosensor especifico de gato.

[0017] Ademas, la invencion proporciona métodos para identificar agonistas de un receptor T1R felino, y en dichos
métodos se pone en contacto un polipéptido de la invencion con un compuesto de prueba y se detecta un aumento en la
actividad bioldgica del polipéptido, en presencia del compuesto, respecto de la actividad biol6gica del polipéptido en
ausencia del compuesto. Los métodos de identificacion de agonistas de los receptores T1R felinos pueden ser ensayos
basados en células, o ensayos sin células. Por ejemplo, un polinucleétido de la invencion puede expresarse en un
sistema de expresion heterélogo o en un extracto celular. Puede unirse el receptor a un soporte sélido. En un aspecto
de la invencion, se unen los sitios de reconocimiento del receptor a un sistema de monitorizacion, de naturaleza
eléctrica u optica. En otra realizacion, se formula el soporte sélido dentro de una “lengua electronica” o biosensor
especificos de gato.

[0018] Ademas, la invencion proporciona métodos de identificacion de antagonistas de los polipéptidos de la
invencion. Por ejemplo, la invencion proporciona métodos para identificar un antagonista de un receptor T1R felino, y en
dichos métodos se pone en contacto un polipéptido de la invencién con un compuesto de prueba y se detecta una
reduccion en la actividad biolégica del polipéptido, en presencia del compuesto, respecto de la actividad biologica del
polipéptido en ausencia del compuesto. Los métodos de identificacién de antagonistas pueden ser ensayos basados en
células o ensayos sin células. Por ejemplo, un polinucleétido de la invencion puede expresarse en un sistema de
expresion heterélogo o en un extracto celular. Puede unirse el receptor a un soporte sélido. En un aspecto de la
invencion, se unen los sitios de reconocimiento del receptor a un sistema de monitorizacion, de naturaleza eléctrica u
Optica. En otra realizacion, se formula el soporte sélido dentro de una “lengua electrénica” o biosensor especificos de
gato.

[0019] En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de identificacion de compuestos que
interaccionan con un dimero de receptores T1R felinos, y dicho método comprende poner en contacto un dimero de
receptores T1R que comprende un polipéptido de receptor T1R felino, conforme a la Reivindicacion 6, con un
compuesto de prueba, y detectar la interaccion entre dicho dimero y dicho compuesto.

[0020] En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un dimero de receptores T1R que comprende al
menos un polipéptido de receptor T1R felino de la Reivindicacion 6.

[0021] Ademas, en la invencion se contempla un animal transgénico no humano que comprende un polinucleétido de
la invencion.

[0022] Los materiales, métodos y ejemplos que aqui se proporcionan tienen Unicamente una finalidad ilustrativa; no
estan concebidos ni deben interpretarse como limitadores. Otras caracteristicas y ventajas de la invencion quedaran
claras en virtud de la siguiente descripcion detallada y de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0023] Las Figuras 1A-11 muestran la alineacion de varias secuencias de los ADNc que codifican receptores T1R del
gato doméstico (Taslrl, SEC N° ID:60; Taslr2, SEC N° ID:63; y Taslr3, SEC N° ID:99) respecto de secuencias de
nucledtidos conocidas de receptores de la familia T1R del ser humano (Taslrl, SEC N° ID:8; Taslr2, SEC N° ID:5;
Taslr3, SEC N° ID: 11), del raton (Taslrl, SEC N° ID:6; Taslr2, SEC N° ID:3; Taslr3, SEC N° ID:9), y de la rata
(Taslrl, SEC Ne° ID:7; Taslr2, SEC N° ID:4; Tas1r3, SEC Ne° ID: 10). Un asterisco (*) indica una posicion nucleotidica
conservada en las secuencias (es decir, una posicién de nucleétido que se conserva en las diferentes secuencias). Un
corazoén (v) indica el codén de parada del T1R2 felino.

[0024] Las Figuras 2A-2D muestran las secuencias de aminoacidos deducidas para los receptores gustativos T1R
felinos (T1R1, SEC N° ID:61; T1R2, SEC N° ID:64; y T1R3, SEC N° ID:2) alineadas con las secuencias de aminoacidos
de los miembros de la familia de receptores T1R del ser humano (T1R1, SEC N° ID:17; T1R2, SEC N° ID:20; T1R3,
SEC N° ID:12), de la rata (T1R1, SEC N° ID:16; T1R2, SEC N° ID:19; T1R3, SEC N° ID:14), y del ratén (T1R1, SEC N°
ID:15; T1R2, SEC N° ID:18; T1R3, SEC N° ID: 13). Un asterisco (*) indica una posicién nucleotidica conservada en las
secuencias (es decir, una posicion de nucleétido que se conserva en las diferentes secuencias). Un signo de dos puntos
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(:) indica una sustitucion de aminoacido conservada observada. Un punto (.) indica una sustitucion de aminoéacido
semiconservada observada. La secuencia de aminoacidos deducida correspondiente al TIR3 del gato (SEC N° ID:2)
contiene cuatro aminoacidos adicionales en las posiciones 11-14, en comparacion con los receptores T1R3 del ratén
(SEC N° ID:13), del ser humano (SEC N° ID:12) y de la rata (SEC N° ID: 14). La secuencia deducida correspondiente al
gato revela una treonina en la posicion 64 (una posicion equivalente al aminoacido 60 del raton), y una leucina en la
posicion 59 (una posicion equivalente a la posicion 55 del raton). En el ratén, las sustituciones de aminoacidos, a saber,
de una treonina en la posicién 60 y de una alanina en la posicién 55 (ambas posiciones situadas dentro del dominio N-
terminal extracelular putativo del polipéptido, estan presentes en estirpes de ratones que muestran una preferencia baja
(una menor preferencia) por el estimulo dulce sacarina (Bachmanov et al., Chem. Senses, 26:925-933 (2001)). La
leucina es una sustitucién conservadora para la alanina. Las diferencias entre las secuencias de aminoacidos del
receptor T1R3 felino y murino pueden ser responsables de las diferencias funcionales que conducen a las diferentes
preferencias gustativas de una especie y la otra.

[0025] En la Figura 3 se ilustra un arbol filogenético que muestra las relaciones entre la familia de receptores T1R del
gato doméstico y la familia de receptores T1R de otras especies, incluidos los T1R1, los T1R2 y los T1R3 del ser
humano, de la rata y del ratén. Los receptores T1R de la rata y del ratén estan estrechamente relacionados, mientras
que los receptores T1R del ser humano y del gato difieren de los de la rata y del ratén. Un hecho interesante es que los
estimulos dulces a los que responden la rata y el ratdn son muy similares, mientras que los que estimulan al ser humano
y los que estimulan al gato difieren entre si y de los de la rata y del ratén. Por ejemplo, un hecho singular es que los
seres humanos tienen capacidad para saborear la mayoria de los endulzantes de alta intensidad, mientras que a los
gatos les resultan atractivos numerosos aminoacidos, pero no son capaces de saborear ni la mayoria de los
endulzantes tipo carbohidrato ni la mayoria de los endulzantes de alta intensidad. El T1R2 felino difiere del T1R2 del ser
humano, del ratén y de la rata, algo que se ajusta al hecho de que el gato no muestra una preferencia por los
endulzantes tipo carbohidrato.

[0026] En la Figura 4 se ilustra la conformacion prevista para el receptor T1R3 felino. El receptor T1R3 felino es un
receptor con siete dominios transmembranales. Se genero la estructura del receptor T1R3 felino usando el programa de
modelado de proteinas disponible en <www.ebi.ac.uk/~moeller/transmembrane.htmi>.

[0027] La Figura 5A muestra la conformacion prevista del T1R1 felino e indica que el receptor es un receptor del tipo
“7-transmembranal” (7 dominios transmembranales). En la Figura 5B se ilustra la conformacién prevista para el receptor
T1R2 felino. Dado que el T1R2 felino es una proteina corta (391 aminoacidos), no se prevé una proteina con 7 dominios
transmembranales. Sin los siete dominios transmembranales, es posible que el receptor T1R2 felino no interaccione
adecuadamente con su socio de dimerizacion (por ejemplo, T1R3) y/o tampoco con la membrana plasmatica
(citoplasmica), lo que podria conducir a la indiferencia del gato hacia los carbohidratos dulces. Es posible que el T1R2
felino tenga otra funcion.

[0028] Las Figuras 6A-6D muestran la secuencia genémica del Taslrl felino (SEC N° ID:59) obtenida mediante
secuenciacion de BACs. La letra “N“ denota huecos entre los exones 0 secuencias desconocidas.

[0029] Las Figuras 7A-7E muestran la secuencia gendmica del Taslr2 felino (SEC N° ID:62) obtenida mediante
secuenciacion de BACs. La letra “N“ denota huecos entre los exones 0 secuencias desconocidas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES ILUSTRATIVAS

[0030] Las obras de referencia, patentes, solicitudes de patentes, y bibliografia cientifica a las que se hacen referencia
en esta invencion reflejan, en parte, los conocimientos de los expertos en la técnica. Todo conflicto entre cualquier
referencia citada en el presente y los conocimientos especificos expuestos en la presente especificacion se resolvera a
favor de esta ultima. De modo similar, todo conflicto entre la definicion, vigente en este campo de la técnica, de un
término o de una frase, y su definicion conforme a lo establecido especificamente en la presente especificacion, se
resolverd a favor de esta Ultima.

[0031] Son conocidas por los expertos en la técnica las obras de referencia estandar en las que se describen los
principios generales de la tecnologia del ADN recombinante (Ausubel et al., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR
BIOLOGY, John Wiley & Sons, New York, 1998; Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL,
2D ED., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, New York, 1989; Kaufman et al., Eds., HANDBOOK OF
MOLECULAR AND CELLULAR METHODS IN BIOLOGY AND MEDICINE, CRC Press, Boca Raton, 1995; McPherson,
Ed., DIRECTED MUTAGENESIS: A PRACTICAL APPROACH, IRL Press, Oxford, 1991).

[0032] Tal y como se usa en el presente, el término “receptor TLR” comprende los receptores gustativos de los tipos
T1R1, T1IR2 y T1R3; por ejemplo, los receptores gustativos T1R1, T1R2 y T1R3 felinos de la invencion.

[0033] Tal y como se usa en el presente, el término “percepcion del sabor” se refiere a una respuesta (por ejemplo,
bioquimica, conductual) o a una sensibilidad, de un receptor T1R de la invencién, a un estimulo gustativo. Tal y como se
usa en el presente, el término “estimulo gustativo” se refiere a cualquier compuesto que provoque, por ejemplo a nivel
bioguimico (por ejemplo, activacién o inhibicion de un receptor gustativo) o a nivel conductual (por ejemplo, una
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preferencia, o indiferencia, o desagrado), una respuesta a un sabor, que es o seria percibida, por un mamifero, como al
menos uno de los cinco elementos del sabor, incluidos los sabores dulce, salado, acido, amargo y sabroso (“umami”).
La “percepcion del sabor”, o el “estimulo gustativo®, o las variantes de los mismos, no requieren que exista transmision
de una sefial neural que conduzca a una sensacion de sabor/sensacién gustativa, in vivo, en un mamifero, aunque si
que incluyen dicha posibilidad. La modificacién de la percepcién del sabor comprende una alteracién de (mejora de,
reduccion de, o cambio a) una respuesta bioquimica, una respuesta en cuanto a ingestion, una preferencia gustativa o
la conducta general de un mamifero en respuesta a un compuesto.

[0034] Tal y como se usa en el presente, el término “polinucleétido” se refiere a una molécula de acido nucleico y
comprende ADN gendmico, ADNc, ARN, ARNm, polimeros mixtos, acidos nucleicos recombinantes, fragmentos y
variantes de lo antedicho, y similares. Los fragmentos polinucleotidicos (fragmentos de polinucleétidos) de la invencion
comprenden al menos 10, y preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75 6 100 nucleétidos
consecutivos, de un polinucleétido de referencia. Los polinucleétidos de la invencion comprenden cadenas “sense” (con
una orientacién que es la del “sentido habitual”) y “antisense” (con una orientacion que es en “sentido contrario” al
“habitual”). Los polinucledtidos de la invencion pueden ser “naturales” (es decir, que se dan en la naturaleza) o “no
naturales” (es decir, que no se dan en la naturaleza). Tal y como se usa en el presente, el término “polinucledtido
sintetizado” significa polinucleétidos producidos mediante métodos puramente quimicos (y no enzimaticos). Por lo tanto,
las secuencias de ADN “enteramente” sintetizadas se producen, en su totalidad, mediante medios quimicos; en cambio,
los ADNs “parcialmente” sintetizados comprenden aquellos en los que se producen, mediante medios quimicos,
Unicamente determinadas porciones del ADN resultante. Los polinucledtidos de la invencién pueden ser de cadena
Unica o de cadena doble. Los polinucleétidos de la invencién pueden ser modificados quimicamente y pueden contener
bases nucleotidicas no naturales o derivadas, como comprenderan facilmente los expertos en la técnica. Tales
modificaciones incluyen, por ejemplo, marcadores, metilacion, sustitucion de uno o mas nucleétidos con un analogo,
modificaciones internucleotidicas tales como moléculas unidas sin carga (por ejemplo, metilfosfonatos, fosfotriésteres,
fosforamidatos, carbamatos, etc.), moléculas unidas cargadas (por ejemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.),
fracciones colgantes (por ejemplo, polipéptidos, etc.), intercaladores (por ejemplo, acridina, psoraleno, etc.), quelantes,
alquilantes y moléculas unidas modificadas (por ejemplo, acidos nucleicos alfa anoméricos, etc.). Comprenden, ademas,
moléculas sintéticas que imitan a los polinucledtidos en su capacidad para unirse a una secuencia dada, mediante
enlaces de hidrogeno y otras interacciones quimicas. Tales moléculas son conocidas en este campo del conocimiento y
comprenden, por ejemplo, aquellas en las que uniones péptido son sustituidas por uniones fosfato en el esqueleto de la
molécula.

[0035] El término “acido nucleico recombinante” significa un acido nucleico generado mediante combinacion de dos
segmentos de secuencias de nucle6tidos. Dicha combinacion puede realizarse, por ejemplo, mediante medios quimicos
0 mediante ingenieria genética.

[0036] Tal y como se usa en el presente, el término “amplificacién de polinucledtidos” se refiere a un amplio abanico
de técnicas empleadas para aumentar el nimero de copias de secuencias de polinucledtidos concretas. Habitualmente,
la amplificacién de una cadena, o de las dos cadenas, del acido nucleico diana, comprende el uso de una o mas
enzimas que modifican los acidos nucleicos; son ejemplos de tales enzimas, por ejemplo, las siguientes: ADN
polimerasa, ligasa, ARN polimerasa, transcriptasa inversa dependiente de ARN. Son ejemplos de amplificacion de
polinucleétidos, entre otros posibles, los siguientes: reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés), amplificacién basada en secuencia de acido nucleico (NASB, por sus siglas en inglés [NASBA]), replicacion de
secuencia autonoma (3SR, por sus siglas en inglés), amplificacién con desplazamiento de cadena (SDA, por sus siglas
en inglés), reaccion en cadena de la ligasa, sistema de la QpB-replicasa, y similares. Existe un amplio abanico de
metodologias alternativas de clonacién, y de amplificacién in vitro, bien conocido por los expertos en la técnica. Se
pueden encontrar ejemplos de tales técnicas en, por ejemplo, Berger et al., Guide to Molecular Cloning Techniques,
METHODS IN ENZYMOLOGY 152, Academic Press, Inc., San Diego, California, Estados Unidos de América (Berger).

[0037] Tal y como se usa en el presente, el término “oligonucleétido” o “cebador” se refiere a una serie de residuos
nucledtido unidos, que tenga un numero suficiente de bases para ser usadas en una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Dicha secuencia corta se basa en (o de disefia a partir de) una secuencia gendémica o secuencia de
ADNCc y se usa para amplificar, confirmar o revelar la presencia de un ADN o ARN idéntico, similar o complementario en
una célula concreta o en un tejido concreto. Los oligonucledtidos comprenden porciones, de una secuencia de acidos
nucleicos, que tienen al menos unos 10 nucledtidos y hasta unos 50 nucleétidos; a menudo, de unos 12 6 15 a unos 30
nucledtidos. Son moléculas sintetizadas quimicamente y se pueden emplear como sondas. “Par de cebadores” se
refiere a un conjunto de cebadores que comprende un cebador, situado antes del extremo 5', que se hibrida con el
extremo 5' de una secuencia diana que se desea amplificar, asi como un cebador, situado después del extremo 3', que
se hibrida con el complemento del extremo 3' de la secuencia diana que se desea amplificar.

[0038] Tal y como se usa en el presente, el término “sonda” se refiere a secuencias de acidos nucleicos de longitud
variable, como, por ejemplo, de al menos unos 10 y a al menos unos 6.000 nucleétidos, dependiendo del uso que se les
desee dar. Las sondas se usan en la deteccibn de secuencias de acidos nucleicos diana idénticas, similares o
complementarias, y dichas secuencias diana pueden ser de cadena Unica o de cadena doble. Las sondas mas largas se
suelen obtener de una fuente natural o recombinante, son muy especificas, y se hibridan mucho mas lentamente que los
oligémeros, o sondas mas cortas. Pueden ser de cadena Unica o de cadena doble y se disefian de modo meticuloso
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para que tengan especificidad en la PCR, en las tecnologias de hibridacion basadas en membrana, o en las tecnologias
tipo ELISA. Una “sonda overgo” [‘overgo” significa “oligonucledtidos solapados”, y viene del inglés “overlapping
oligonucleotides”] es una sonda de ADN que comprende dos secuencias de ADN cortas solapadas (por ejemplo, de 10-
50 nucleétidos) con una regidon solapada complementaria (por ejemplo, de 5-15 nucledtidos) que se usa en una
estrategia de hibridacion “overgo”. Por ejemplo, una sonda “overgo” puede tener dos 22-6meros con un solapamiento
complementario de 8 pb (pb = pares de bases), lo que conduce a una sonda “overgo” de 36-0meros. Como otro
ejemplo, una sonda “overgo” puede tener dos 24-6meros con un solapamiento complementario de 8 pb, lo que conduce
a una sonda “overgo” de 40-6meros.

[0039] Tal y como se usa en el presente, la frase “condiciones de hibridacién estrictas” o “condiciones muy estrictas”
se refiere a las condiciones en las que una sonda, un cebador o un oligonucleétido se hibrida con la secuencia que tiene
como diana (y no a otras secuencias, 0 al menor nimero posible de otras secuencias). Las condiciones estrictas son
dependientes de secuencia y, en diferentes circunstancias, difieren. Las secuencias mas largas se hibridan de manera
especifica con sus complementos adecuados a temperaturas mas altas que las secuencias menos largas. En general,
las condiciones estrictas se seleccionan de manera que sean unos 5 °C mas bajas que el punto de fusion térmica (Tm)
de la secuencia especifica a la concentracion iénica y pH definidos. La Tm es la temperatura (a la concentracién ionica,
el pH y la concentracion de acidos nucleicos definidos) a la que el 50% de las sondas complementarias de la secuencia
diana se hibridan con la secuencia diana en equilibrio. Dado que, por lo general, las secuencias diana estan presentes
“en exceso” (es decir, que hay mas secuencias diana que sondas), a la Tm, el 50% de las sondas se hibridan con sus
complementos en equilibrio. En general, las condiciones de temperatura estrictas comprenden temperaturas superiores
a 30 °C, y normalmente, superiores a 37 °C, y pueden ser superiores a 45 °C. Habitualmente, las condiciones de
concentracion de sal estrictas son inferiores a una concentracion 1,0 M, y habitualmente, son inferiores a una
concentracion 0,5 M, y pueden ser inferiores a una concentracion 0,2 M. Habitualmente, las condiciones estrictas son
aquellas en las que la concentracién de sal es inferior a aproximadamente una concentracion 1,0 M de iones de sodio, y
habitualmente, a una concentracion de aproximadamente 0,01 a 1,0 M de iones de sodio (u otras sales) a un pH de 7,0
a 8,3, y en las que la temperatura es de al menos unos 30 °C para las sondas cortas, los cebadores cortos o los
oligonucledtidos cortos (por ejemplo, de 10 a 50 nucledtidos), y de al menos unos 60 °C para las sondas largas, los
cebadores largos o los oligonucleétidos largos. También se pueden lograr condiciones estrictas mediante la adicion de
agentes desestabilizadores, como, por ejemplo, formamida.

[0040] Tal y como se usa en el presente, el término “oligonucleétido antisense” se refiere a una molécula de acido
nucleico que es complementaria de al menos una porciéon de una secuencia de nucleétidos diana de interés, y que se
hibrida de manera especifica con la secuencia de nucleétidos diana, en condiciones fisioldgicas. Tal y como se usa en el
presente, el término “ARN de cadena doble” o “ARNds” (por sus siglas) se refiere a una molécula de ARN de cadena
doble capaz de ejercer interferencia de ARN, incluido el ARN corto interferente (ARNSsi) (véase, por ejemplo, Bass,
Nature, 411, 428-429 (2001); Elbashir et al., Nature, 411, 494-498 (2001)).

[0041] Tal y como se usa en el presente, el término “complementariedad” se refiere al emparejamiento de bases,
conforme a Watson y Crick, entre unidades nucleétido de una molécula de acido nucleico.

[0042] EI término “gen marcador” o “gen informador” se refiere a un gen que codifica un producto que, cuando se
expresa, confiere un fenotipo, a nivel fisico, morfolégico o bioquimico, a una célula transformada, que sea facilmente
identificable, directa o indirectamente, mediante técnicas estandar; comprende, entre otras posibilidades, genes que
codifican proteinas que confieren resistencia a toxinas o a antibiéticos (por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotroxato);
genes que codifican proteinas que complementan deficiencias auxotréficas; y genes que codifican proteinas que
suministran/aportan componentes cruciales no disponibles en medios complejos. Son ejemplos de genes marcadores,
entre otros, los siguientes: proteina fluorescente verde (GFP, por sus siglas en inglés), proteina fluorescente roja
(DsRed), fosfatasa alcalina (AP, por sus siglas en inglés), B-lactamasa, cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), adenosina
desaminasa (ADA), aminoglicésido fosfotransferasa (neor [neo], G418r) dihidrofolato reductasa (DHFR), higromicina-B-
fosfotransferasa (HPH), timidina quinasa (TK, por sus siglas en inglés), lacZ (que codifica la B-galactosidasa), B-
lactamasa, luciferasa (luc), xantina guanina fosforribosiltransferasa (XGPRT, por sus siglas en inglés). Como con
muchos de los procedimientos estandar asociados a la puesta en préactica de la invencion, los expertos en la técnica
sabran de secuencias adicionales que puedan ejercer la funcion de marcador o de informador. Por eso, esta lista esta
meramente concebida para indicar ejemplos de lo que se puede usar, y no debe entenderse que limite, en modo alguno,
la invencion.

[0043] Taly como se usa en el presente, el término “promotor” se refiere a un elemento regulador que regula, controla
0 promueve la expresion de una molécula de acido nucleico de interés y que puede “derivarse” (obtenerse) de fuentes
tales como adenovirus, SN40, parvovirus, virus de la vacuna de la viruela, citomegalovirus, o0 ADN gendémico de
mamiferos. Son ejemplos de promotores adecuados, entre otros posibles, los siguientes: promotores (de) CMV, MSH2,
trp, lac, fago, y ARNt. Son promotores adecuados que se pueden usar en levaduras, entre otros posibles, los siguientes:
promotores constitutivos como, por ejemplo, de la 3-fosfoglicerato quinasa, y diversos otros promotores de genes de
enzimas glicoliticas como, por ejemplo, de la enolasa o gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, o promotores
inducibles como, por ejemplo, el promotor de la alcohol deshidrogenasa-2 o el promotor de la metalotioneina. De nuevo,
como con muchos de los procedimientos estandar asociados a la puesta en practica de la invencion, los expertos en la
técnica sabran de promotores adicionales que puedan ejercer la funcion de dirigir la expresion de un marcador o
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informador. Por eso, la lista estd meramente concebida para indicar ejemplos de lo que se puede usar, y no debe
entenderse que limite, en modo alguno, la invencion.

[0044] *“Unido/a/s operativamente” se refiere a una yuxtaposiciéon en la que los componentes estan en una relacion
funcional. Por ejemplo, un promotor esta unido o conectado operativamente a una secuencia codificadora si controla la
transcripcion o la expresién de dicha secuencia.

[0045] En la presente invencion, los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan como sindnimos.
“Polipéptido” se refiere a un polimero de aminoacidos, sin hacer alusiéon a una longitud concreta [de dicho polimero]. Los
polipéptidos de la invencion comprenden fragmentos de péptidos, derivados de péptidos y proteinas de fusion.
Preferiblemente, los fragmentos de péptidos tienen al menos unos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 6
100 aminoacidos. Algunos fragmentos de péptidos de la invencion son biolégicamente activos. Las actividades
biolégicas comprenden inmunogenicidad, unién affijacion de ligandos, dimerizacion, y actividad asociada al péptido de
referencia. Los péptidos inmunogénicos y fragmentos inmunogénicos de la invencién generan una respuesta inmunitaria
especifica de epitopo; “epitopo” se refiere a un determinante inmunogénico de un péptido, y preferiblemente contiene al
menos tres, cinco, ocho, nueve, diez, quince, veinte, treinta, cuarenta, cuarenta y cinco, o cincuenta aminoacidos.
Algunos péptidos inmunogénicos de la invencidon generan una respuesta inmune especifica de los mismos. Los
polipéptidos de la invencion comprenden péptidos que se dan en la naturaleza y péptidos que no se dan en la
naturaleza. El término incluye a los polipéptidos modificados (en los que son ejemplos de tales modificaciones, entre
otras posibles, los siguientes: glicosilacion, acetilacion, fosforilacion, carboxilacion, ubicuitinacién, marcado, etc.), los
analogos (como, por ejemplo, aminoacidos que no se dan en la naturaleza, moléculas unidas sustituidas, etc.), y
miméticos funcionales. Son bien conocidos, en este campo del conocimiento, diversos métodos para marcar
polipéptidos; comprenden is6topos radiactivos (“radioisotdpos”) tales como %?P o %S, ligandos que se unen a
antiligandos (por ejemplo, anticuerpos) marcados, fluoréforos, agentes (sustancias) quimioluminiscentes, enzimas y
antiligandos.

[0046] Tal y como se usa en el presente, el término “aminoacido” denota una molécula que contiene tanto un grupo
amino como un grupo carboxilo. En algunas realizaciones, los aminoacidos son a-, 3-, y- 0 d-aminoéacidos, incluidos sus
estereoisdmeros y racematos. Tal y como se usa en el presente, el término “L-aminoacido” denota un a-aminoacido que
tiene la configuracion L alrededor del a-carbono, es decir, un acido carboxilico con la formula general CH(COOH)(NHz)-
(cadena lateral), que tiene la configuracion L (levogira). De manera similar, el término “D-aminoacido” denota un acido
carboxilico con la formula general CH(COOH)(NH2)-(cadena lateral), que tiene la configuracion D (dextrogira) alrededor
del a-carbono. Las cadenas laterales de los L-aminoacidos comprenden fracciones que se dan en la naturaleza y
fracciones que no se dan en la naturaleza. Las cadenas laterales de aminoacido que no se dan en la naturaleza (es
decir, que son no naturales) son fracciones que se usan en lugar de cadenas laterales de aminoacido que si se dan en
la naturaleza, en, por ejemplo, analogos de aminoacidos. Pueden unirse sustituyentes de aminoacidos; por ejemplo,
mediante sus grupos carbonilo a través del oxigeno o del carbono carbonilo de los mismos, o mediante sus grupos
amino, o mediante funcionalidades que residen en sus porciones cadena lateral.

[0047] Las secuencias de aminoacidos se representan en el sentido de amino (N) a carboxi (C), de izquierda a
derecha. El grupo a-amino N-terminal y los grupos [B-carboxi C-terminales no se ilustran en la secuencia. Las
secuencias de nucleotidos se representan solamente en forma de cadenas Unicas, en el sentido de 5' a 3', de izquierda
a derecha. Los nucleétidos y los aminoacidos se representan de la manera recomendada por el Comité mixto de
nomenclatura bioquimica de la IUPAC y la IUB, o en el caso de los aminoacidos, éstos pueden ser representados
también mediante sus designaciones conforme a su cddigo de tres letras.

[0048] Taly como se usa en el presente, el término “anticuerpo” se refiere a anticuerpos completos, intactos, asi como
a los fragmentos Fab, Fab', F(ab)z, Fv, y a otros fragmentos de anticuerpos. Los anticuerpos completos, intactos,
comprenden anticuerpos tales como los siguientes: anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos
quiméricos, anticuerpos humanizados, y anticuerpos felinizados, asi como equivalentes, con capacidad de union
inmunoldgica, de lo antedicho. Los anticuerpos de la invencion pueden estar marcados o no. Son ejemplos de
marcadores de anticuerpos, entre otros posibles, los siguientes: radionuclidos, enzimas, sustratos, cofactores,
inhibidores, agentes fluorescentes, agentes quimioluminiscentes, particulas magnéticas y similares. En la invencion se
describen también inmunoglobulinas recombinantes.

[0049] Tal y como se usa en el presente, el término “union” (o “fijacion”) significa la interaccion fisica o quimica entre
dos proteinas 0 compuestos, o0 proteinas asociadas o compuestos asociados, o combinaciones de lo antedicho. La
unién/fijacion comprende enlaces idnicos, enlaces no idnicos, enlaces de hidrégeno, fuerzas/interacciones de Van der
Waals, interacciones hidrofébicas, etc. La interaccion fisica, la unién/fijacion, puede ser o directa o indirecta; indirecta
significa que se produce mediante, 0 a consecuencia de, los efectos de otra proteina u otro compuesto. La unién/fijacion
directa significa interacciones que no tienen lugar mediante, o a consecuencia de, el efecto de otra proteina u otro
compuesto, sino que, en tal tipo de union/fijacién, no hay otros intermediarios quimicos de importancia. La unién/fijacion
puede detectarse de muchas maneras diferentes. Por ejemplo, entre otras posibilidades, la interaccion fisica de la unién
entre dos moléculas puede detectarse usando un compuesto marcado. Hay otros métodos de deteccion de la
unién/fijacién que son bien conocidos por los expertos en la técnica.
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[0050] Tal y como se usa en el presente, el término “poner en contacto/puesta en contacto” significa llevar, directa o
indirectamente, un compuesto, hasta la proximidad fisica de una molécula de interés. Por ejemplo, la puesta en contacto
puede tener lugar en un numero cualquiera de tampones, sales, soluciones, o en una célula o extracto celular.

[0051] Taly como se usan en el presente, los términos “modula” o “modifica” significan un aumento o una disminucién
en la cantidad, la calidad o el efecto de una actividad concreta o proteina concreta. El término “moduladores” se refiere a
cualesquiera moléculas inhibidoras o activadoras identificadas usando ensayos in vitro e in vivo; por ejemplo, agonistas,
antagonistas, y homoélogos de moléculas inhibidoras o activadoras, lo que comprende fragmentos, variantes y
miméticos, conforme a como aqui se definen, que ejercen esencialmente la misma actividad biolégica que la molécula.
Los “inhibidores” o “antagonistas” son compuestos moduladores que reducen, disminuyen, bloquean, previenen,
retrasan la activacion de, inactivan, desensibilizan, o regulan a la baja, la actividad biolégica o la expresion de una
molécula o ruta de interés. Los “inductores,” “activadores” o “agonistas” son compuestos moduladores que incrementan,
inducen, estimulan, abren, activan, facilitan, aumentan/mejoran la activacién de, sensibilizan, o regulan al alza (la
actividad biologica o la expresion de), una molécula o ruta de interés. En algunas realizaciones preferidas de la
invencion, el nivel de inhibicion o de regulacion al alza de la expresion o de la actividad biolégica de una molécula o ruta
de interés, se refiere a una reduccion (inhibicién o regulacién a la baja) o a un aumento (regulacién al alza) de mas de
aproximadamente un 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%. La
inhibicién o la regulacion al alza puede ser directa, es decir, actuar sobre la molécula o ruta de interés en si, o indirecta,
es decir, actuar sobre una molécula o ruta que afecte a la molécula o ruta de interés.

[0052] Un polinucleétido o polipéptido “purificado” o “esencialmente purificado” esta esencialmente separado de otros
componentes celulares que acompafan naturalmente a un acido nucleico o polipéptido nativo (o “de tipo natural”), y/o
de otras impurezas (por ejemplo, gel de agarosa). Un polipéptido purificado o proteina purificada comprende de
aproximadamente un 60% a mas de un 99%, en p/p (peso/peso), de una muestra, y puede tener una pureza de
aproximadamente un 90%, aproximadamente un 95% o aproximadamente un 98%. Tal y como se usa en el presente, el
término “aislada” se refiere a una molécula que ha sido retirada de su entorno nativo. Son ejemplos de moléculas de
acido nucleico aisladas, entre otras posibles, las siguientes: moléculas de ADN recombinante contenidas en un vector,
moléculas de ADN recombinante mantenidas en una célula host heteroléga, moléculas de acido nucleico parcial o
esencialmente purificadas, y moléculas de ADN o ARN sintético.

[0053] Tal y como se usa en el presente, el término “aproximadamente” (y expresiones sinébnimas, como, por ejemplo,
“unos” o “unas”) significa un +/- 10% del valor de referencia.

[0054] Taly como se usa en el presente, el término secuencias de nucleétidos o de aminoacidos “variantes” se refiere
a homologos, incluidos/as, por ejemplo, las isoformas, las variantes de especie, las variantes alélicas, y fragmentos, de
la secuencia de interés. “Secuencia de nucleétidos homologa” o “secuencia de aminoacidos homéloga”, o variaciones
de esos términos, se refieren a secuencias caracterizadas por una homologia, a nivel de nucleétidos o a nivel de
aminoacidos, de al menos aproximadamente un 98%, o de al menos aproximadamente un 99%, y mas preferiblemente
un 100%, respecto de una secuencia de referencia. La secuencia de referencia puede comprender la secuencia de
acidos nucleicos de la SEC N° ID:1 o de la SEC N° ID:99, que codifican un polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos SEC N° ID:2. Los dominios funcionales de los receptores T1R de la invencién comprenden dominios
extracelulares, dominios transmembranales y dominios intracelulares. Son ejemplos de dominios funcionales del
polipéptido T1R3 de la SEC N° ID:2, entre otros posibles, los dominios extracelulares (residuos 1-571, 628-641, 705-
730,y 787-794 de la SEC N° ID:2), los dominios transmembranales (residuos 572-594, 610-627, 642-664, 681-704, 731-
754, 767-780, y 795-812 de la SEC N° ID:2), y los dominios intracelulares (residuos 595-609, 665-680, 755-766, y 813-
865 de la SEC N° ID:2). Las isoformas pueden ser expresadas en diferentes tejidos del mismo organismo, a
consecuencia de, por ejemplo, un “splicing” (corte-eliminacién-unién) alternativo del ARN. Alternativamente, las
isoformas pueden ser codificadas por genes diferentes. Las secuencias de nucledtidos homélogas comprenden
secuencias de nucledtidos que codifican una variante de especie de una proteina. Ademas, comprenden, entre otras
posibilidades, variaciones alélicas y mutaciones, que se dan en la naturaleza, de las secuencias de nucleétidos
descritas en la presente invencion. El estudio de las mutaciones y de los polimorfismos de las secuencias de nucleétidos
de los receptores T1R puede explicar las preferencias gustativas, especificas de raza y/o individuales, de un mamifero
tal como un gato. Ademas, las variantes de las secuencias de los receptores T1R pueden estar asociadas a estados
patoldgicos concretos, de manera tal que el conocimiento de los genes permita diagnosticar y tratar trastornos
asociados a T1R (por ejemplo, obesidad, diabetes). Las secuencias de aminoacidos homdlogas comprenden las
secuencias de aminoacidos [sic] que codifican sustituciones conservadoras de aminoacidos en polipéptidos que tienen
una secuencia de aminoacidos de la SEC N° ID:2, asi como en polipéptidos identificados de conformidad con los
métodos de la invencion. El porcentaje de homologia puede determinarse mediante, por ejemplo, el programa Gap
(Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 for Unix, Genetics Computer Group, University Research Park,
Madison, Wisconsin, Estados Unidos de América), utilizando la configuracion predeterminada del mismo, que hace uso
del algoritmo de Smith y Waterman (Smith and Waterman, Adv. Appl. Math., 2: 482-489, 1981). Preferiblemente, los
fragmentos de acido nucleico de la invencion tienen al menos unos 5, al menos unos 10, al menos unos 15, al menos
unos 20, al menos unos 25, al menos unos 50, o al menos unos 100 nucleétidos de la secuencia de nucleétidos de
referencia. Los fragmentos de acido nucleico de la invencion pueden codificar un polipéptido que tenga al menos una
propiedad biol6gica, o funcion, que sea esencialmente similar a una propiedad bioldgica del polipéptido codificado por la
secuencia de acido nucleico de longitud completa.
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[0055] Es un hecho bien conocido, en este campo del conocimiento, que, a causa de la naturaleza degenerativa del
codigo genético, existen numerosas moléculas de ADN y de ARN que pueden codificar el mismo polipéptido que el
codificado por una secuencia de nucleétidos de interés. Por eso, en la presente invencion se contemplan esas otras
moléculas de ADN y de ARN que, cuando se expresan, codifican un polipéptido que es codificado por la molécula de
acido nucleico de interés. Por ejemplo, las “inserciones”, “sustituciones” o “deleciones” (eliminaciones) de nucleétidos
son cambios a, o dentro de, una secuencia de nucleétidos. Tales variantes polinucleotidicas recaen dentro del ambito de
la presente invencién. Dentro del ambito de la presente invencion se encuentran las moléculas de ADN y de ARN (que
no sean las que se describen especificamente/explicitamente en la presente invencién) caracterizadas simplemente por
un cambio a/de un amino&cido concreto en un codon.

[0056] Las “inserciones”, “sustituciones” o “deleciones” de aminoacidos son cambios a, o dentro de, una secuencia de
aminoacidos. La variacion permitida en una secuencia de aminoacidos concreta puede determinarse experimentalmente
mediante la produccién sintética del péptido, o mediante la realizacién sistematica de inserciones, deleciones o
sustituciones de nucleétidos, en la secuencia de éacido nucleico, usando técnicas de ADN recombinante. Pueden
efectuarse alteraciones a/de una secuencia de aminoacidos que se da en la naturaleza, mediante cualquiera de una
serie de técnicas conocidas. Por ejemplo, se pueden introducir mutaciones en el polinucleétido que codifica un
polipéptido, a nivel de ubicaciones concretas del mismo, mediante procedimientos bien conocidos por los expertos en la
técnica; por ejemplo, mediante mutagénesis dirigida por oligonucleoétidos.

[0057] Una variante polipeptidica de la presente invencion puede mostrar esencialmente la actividad bioloégica de un
polipéptido de referencia que se dé en la naturaleza. Tal y como se usa en el presente, el término “actividad biologica”
se refiere al nivel de una funcién concreta (por ejemplo, actividad enzimatica) de una molécula o ruta de interés, en un
sistema bioldgico. “Actividad biol6gica de tipo natural” se refiere al nivel normal de la funcién de una molécula o ruta de
interés. “Actividad bioldgica reducida” se refiere a un nivel reducido de la funcién de una molécula o ruta de interés,
respecto de un nivel de referencia de la actividad biolégica de esa molécula o ruta. Por ejemplo, la “actividad biolégica
reducida” puede referirse a un nivel reducido (un nivel menor) de actividad biolégica, en comparacion con la actividad
biolégica de tipo natural de una molécula o ruta de interés. “Actividad biolégica aumentada” se refiere a un nivel
aumentado de la funcion de una molécula o ruta de interés, en comparacion con un nivel de referencia de la actividad
bioldgica de esa molécula o ruta. Por ejemplo, la “actividad biolégica aumentada” puede referirse a un nivel aumentado
de actividad biologica, en comparaciéon con la actividad biolégica de tipo natural de una molécula o ruta de interés.
Cuando en el presente se hace referencia a que muestran “esencialmente la actividad biolégica de un polipéptido que
se da en la naturaleza”, esa expresion indica que las variantes comprendidas dentro del ambito de la invencion pueden
comprender secuencias sustituidas conservadoramente, lo que significa que uno o mas residuos aminoacido de un
polipéptido son reemplazados por residuos diferentes que no alteran la estructura secundaria, ni/o la estructura terciaria,
del polipéptido. Tales sustituciones pueden comprender la sustitucion de un aminoacido por un residuo que tenga
propiedades similar fisicoquimicas similares, como, por ejemplo, al sustituir un residuo alifatico (lle, Val, Leu o Ala) con
otro, o en el caso de una sustitucion entre los residuos béasicos Lys y Arg, los residuos acidos Glu y Asp, los residuos
amida GIn y Asn, los residuos hidroxilo Ser y Tyr, o los residuos aromaticos Phe y Tyr. Hay fuentes de informacion
adicionales, en cuanto a la realizacion de intercambios de aminoacidos fenotipicamente silentes, que son conocidas en
este campo del conocimiento (Bowie et al., Science, 247: 1306-1310, 1990). Otros homodlogos polipeptidicos que
podrian retener esencialmente las actividades biolégicas del polipéptido de referencia son aquellos en los que se hayan
realizado sustituciones de aminoacidos en areas situadas fuera de las regiones funcionales de la proteina. La actividad
bioldgica puede evaluarse mediante, por ejemplo, la medicién de la unién de un receptor T1R de la invencién a un socio
de dimerizacion. La actividad biolégica de los polipéptidos de la invencion puede también determinarse mediante
medicion de la conductancia iénica; flujo idnico; “imagen de calcio” mediante, entre otras posibilidades, Fura-2, actividad
medida mediante dextrano verde, o actividad medida mediante acuorina; medicién del voltaje y/o analisis de imagenes
del voltaje mediante tintes o genes informadores tales como B-luciferasa, fosfatasa alcalina, p-galactosidasa o B-
lactamasa; medicion de segundos mensajeros, como, por ejemplo, IPs (inositol trifosfato), AMPc, ensayos basados en
activacion de la proteina G; o fosforilacién de receptores.

[0058] Puede usarse una secuencia de nucledtidos y/o de aminoacidos de una molécula de acido nucleico o de un
polipéptido empleado en la invencién, o de un compuesto identificado mediante el método de analisis/seleccion de la
invencion, para buscar, en un banco de datos de secuencias de nucleétidos y de aminoacidos, regiones de similitud,
usando el algoritmo “Gapped BLAST” (BLAST segmentado) (Altschul et al., Nuc. Acids Res., 25: 3389, 1997). En
resumen, el algoritmo BLAST, cuyas siglas significan “Herramienta para blsquedas de alineaciones locales basicas”
(Basic Local Alignment Search Tool), resulta adecuado para determinar la similitud entre secuencias (Altschul et al., J
Mol. Biol., 215: 403-410, 1990). El software para llevar a cabo andlisis BLAST esta disponible publicamente, a través del
Centro estadounidense de informacién biotecnolégica (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Al usar este algoritmo, primero se identifica un “par de secuencias de alta puntuacion”
(HSPs, por sus siglas en inglés) mediante la identificacion de “palabras” cortas, de longitud W, en la secuencia de la
consulta, que o coincidan o satisfagan alguna puntuacién T umbral, de valor positivo, cuando se alinean con una palabra
de la misma longitud en la secuencia de una base de datos. A “T” (la inicial de “umbral”, en inglés) se la denomina
“umbral de puntuacién de palabras del vecindario” (“neighborhood word score threshold”) (Altschul et al., J Mol. Biol.,
215: 403-410, 1990). Dichos resultados en cuanto a “palabras del vecindario” iniciales actian como “semillas” con las
que iniciar blisquedas para encontrar HSPs que las contengan. Los resultados, en cuanto a palabras, se extienden en
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ambos sentidos a lo largo de cada secuencia, todo lo lejos que se pueda incrementar la puntuacion acumulada
(sumada). La extension (ampliacion) de los resultados, en cuanto a dichas palabras, en cada sentido, se detiene
cuando: 1) la puntuacion de alineacion acumulada difiere, en una cantidad X, respecto de su valor maximo alcanzado; 2)
la puntuacion acumulada desciende hasta cero, o por debajo de cero, a causa de la acumulacién de una o mas
alineaciones de residuos con puntuacion negativa; o 3) se alcanza el final de cualquiera de ambas secuencias. Los
parametros W, Ty X del algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineacion. El programa BLAST
usa como valores predeterminados una longitud de palabra (W) de 11, alineaciones de la matriz de puntuaciones
BLOSUM62 (Henikoff et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 10915-10919, 1992) (B) de 50, una expectativa (E) de 10,
M=5, N=4, y una comparacion de ambas cadenas. El algoritmo BLAST (Karlin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:
5873-5787, 1993) y el algoritmo Gapped BLAST efectian un analisis estadistico de la similitud existente entre dos
secuencias. Una medida de la similitud, proporcionada por el algoritmo BLAST, es la probabilidad de la suma menor
(P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad de que una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos
o de aminoacidos ocurra al azar. Por ejemplo, se considera que un &cido nucleico es similar a un gen o a un ADNc si la
probabilidad de la suma menor, comparando el acido nucleico de prueba con el acido nucleico de referencia, es inferior
a 1, y preferiblemente inferior a aproximadamente 0,1, mas preferiblemente inferior a aproximadamente 0,01, y en el
caso mas preferible, inferior a aproximadamente 0,001.

[0059] Taly como se usa en el presente, el término “mimético” se refiere a un compuesto que es estéricamente similar
a un compuesto de referencia. Los miméticos son equivalentes estructurales y funcionales de los compuestos de
referencia.

[0060] Tal y como se usa en el presente, los términos “paciente” y “sujeto” son sinénimos y comprenden, entre otras
especies posibles, las siguientes: aviares, felinos, caninos, bovinos, ovinos, porcinos, equinos, roedores, simios y seres
humanos. “Célula host” comprende, por ejemplo, una célula procariética, como, por ejemplo, una célula bacteriana, o
una célula eucariética, como, por ejemplo, una célula de mamifero (por ejemplo, de humano, de roedor, canina, felina),
una célula de levadura, o una célula de planta. El término “roedores” comprende, por ejemplo, ratas y ratones.

[0061] Tal y como se usa en el presente, el término “tratamiento” se refiere a cualquier indicio de éxito de la
prevencion, del tratamiento o de la mejoria de una enfermedad o estado patolégico. El término “tratamiento” comprende
cualquier parametro objetivo o subjetivo, como, entre otros posibles, los siguientes: mitigacion, remision, normalizacién
de la actividad de los receptores, reduccion del nimero o de la gravedad de los sintomas o de los efectos secundarios,
o ralentizacion de la velocidad de degeneracion o de empeoramiento del paciente. El término “tratamiento” comprende,
ademas, una prevencion de la aparicion de sintomas en un paciente que puede tener un mayor riesgo de padecer, o
que se sospecha que padece, una enfermedad o estado patoldgico, pero que alun no experimenta 0 alin no muestra
sintomas de dicha enfermedad o dicho estado patolégico.

[0062] Tal y como se usa en el presente, el término “compuesto” significa cualquier compuesto quimico o molécula
identificable, como, entre otras posibilidades, una molécula pequefia, un péptido, una proteina, un azlcar, un nucleétido
o0 un acido nucleico. Dicho compuesto puede ser natural o sintético.

[0063] Topoldgicamente, los GPCRs (receptores unidos a proteina G) sensoriales tienen diversos dominios: uno o
mas de un “dominio N- terminal” un “dominio extracelular”, un “dominio transmembranal”, bucles citoplasmicos y
extracelulares, un “dominio intracelular”, y un “dominio C-terminal” (véase, por ejemplo, Hoon et al., Cell 96:541-551
(1999); Buck & Axel, Cell 65:175-187 (1991)). Dichos dominios pueden ser identificados estructuralmente usando
métodos conocidos por los expertos en la técnica, como, por ejemplo, programas de analisis de secuencias que
identifican los dominios hidrofébicos e hidrofilicos (véase, por ejemplo, Stryer, Biochemistry (3rd ed. 1988)). Tales
dominios son Utiles para construir proteinas quiméricas y para los ensayos in vitro de la invencion, como, por ejemplo,
ensayos de union affijacion de ligandos. Se cree que, en los polipéptidos de la invencién, el dominio N-terminal es
extracelular, y que el dominio C-terminal es citoplasmico o intracelular.

Polinucleétidos

[0064] La invencion proporciona polinucledtidos aislados y purificados (por ejemplo, ADNc, ADN genémico, ADN
sintético, ARN, o combinaciones de lo antedicho, bien de cadena Unica, bien de cadena doble) que comprenden una
secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos de la invencion. Tales
polinucleétidos son Utiles para expresar recombinantemente el receptor y también para detectar la expresion del
receptor en las células (por ejemplo, mediante ensayos de “hibridacion Northern” y ensayos de hibridacion in situ). Tales
polinucleétidos resultan asimismo Utiles en el disefio de moléculas antisense y de otras moléculas para la supresion de
la expresion de un receptor T1IR en una célula cultivada, en un tejido, o en un animal; con finalidades terapéuticas; o a
fin de proporcionar un modelo de enfermedades o estados patoldgicos caracterizadas/os por una expresion aberrante
de T1R. Se excluyen expresamente de la definicion de “polinucledtidos” de la invencién los cromosomas enteros
nativos, no recombinantes, aislados, de las células host. Los polinucleétidos de la invencién comprenden la secuencia
de nucledtidos de la SEC N° ID:1 o de la SEC N° ID:99. Se entendera que existen numerosas otras secuencias de
polinucleétidos que también codifican los receptores T1R de la invencién en virtud de la bien conocida naturaleza
degenerativa del cédigo genético universal. Tales polinucleétidos estan incluidos dentro del ambito de la presente
invencion.
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[0066] EI ADN gendémico de la invencion comprende la region codificadora de proteina que codifica un polipéptido de
la invencion, y ademas, esta concebido de manera que comprenda variantes alélicas del mismo. Es un hecho
ampliamente conocido que, en el caso de muchos genes, el ADN gendémico se transcribe de manera que produce
transcriptos de ARN que son sometidos a uno o mas eventos de “splicing”, en que los intrones (es, decir las regiones no
codificadoras) de los transcriptos son retirados, o recortados y eliminados. Los transcriptos de ARN que pueden ser
sometidos a splicing mediante mecanismos alternativos, y por lo tanto, ser sometidos a la retirada de secuencias de
ARN diferentes, y aun asi, seguir codificando un polipéptido de T1R, se conocen en este campo del conocimiento como
“variantes obtenidas por splicing”, o simplemente “variantes de splicing”, y se encuentran dentro del ambito de la
invencion. Por lo tanto, las variantes de splicing comprendidas por la invencion son codificadas por las mismas
secuencias de ADN genémicas originales, aunque se originen mediante transcriptos de ARNm diferentes. Las variantes
alélicas son formas modificadas de una secuencia génica de tipo natural, y la modificacion se deriva de recombinacién
durante la segregacion cromosomica o de exposicion a condiciones que dan lugar a mutacion genética. Las variantes
alélicas, al igual que los genes de tipo natural, son secuencias que se dan en la naturaleza (no asi las variantes que se
derivan de la manipulacion in vitro [que no se dan en la naturaleza]).

[0067] La invencién comprende también ADNc que se obtiene mediante transcripcion inversa de un polinucleétido de
ARN que codifica un receptor T1R (convencionalmente seguido de la sintesis de una segunda cadena, cuya cadena es
complementaria, a fin de obtener un ADN de cadena doble).

[0068] Una realizacién del ADN de la invencion comprende una molécula de cadena doble, asi como la molécula
complementaria (la “cadena no codificadora” o “complemento”), que tiene una secuencia que se puede deducir, sin
ambigiiedades, de la cadena codificadora, conforme a las reglas de emparejamiento de bases de ADN de Watson y
Crick.

[0073] Conociendo la informacion sobre las secuencias de nucleétidos que se proporciona en la presente invencion,
los expertos en la técnica pueden identificar y obtener, de diferentes fuentes (a saber, diferentes tejidos o diferentes
organismos), secuencias de nucleétidos que codifican receptores T1R; dicha identificacion y obtenciéon puede realizarse
mediante diversos medios bien conocidos por los expertos en la técnica y que se describen, por ejemplo, en Sambrook
et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, Second Edition, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, NY (1989).

[0074] Por ejemplo, se puede obtener ADN, que codifique un receptor T1R, mediante analisis y seleccion de ARNm,
ADNCc, o ADN gendmico, con sondas de oligonucleétidos generadas a partir de la informacion sobre las secuencias
génicas del T1R que se proporciona en esta invencion. Se pueden marcar sondas con un grupo detectable, como, por
ejemplo, un grupo fluorescente, un atomo radioactivo o un grupo quimioluminiscente, de conformidad con los
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica y que se usan en los ensayos de hibridacion convencionales,
como se describe, por ejemplo, en Sambrook et al..

[0075] Alternativamente, se puede sintetizar una molécula de acido nucleico que comprenda una secuencia de
nucledtidos de T1R (secuencia de nucledtidos correspondiente al T1R) mediante el uso del procedimiento reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), con los cebadores de oligonucleétidos para PCR producidos a partir de las secuencias
de nucledtidos que se proporcionan en esta invencion. La reaccion PCR proporciona un método para aumentar
selectivamente la concentracién de una secuencia de acido nucleico concreta, incluso si no se ha purificado
previamente dicha secuencia e incluso si esta presente Unicamente en forma de una sola copia en una muestra
concreta. El método puede usarse para amplificar o ADN de cadena Unica o ADN de cadena doble. En esencia, el
método comprende el uso de dos sondas de oligonucledtidos que sirven de cebadores para la replicacion, dependiente
de plantilla, mediada por la polimerasa, de una molécula de &cido nucleico deseada.

[0076] Existe un amplio abanico de metodologias alternativas de clonacién, y de amplificacién in vitro, bien conocido
por los expertos en la técnica. Se pueden encontrar ejemplos de tales técnicas en, por ejemplo, Berger et al., Guide to
Molecular Cloning Techniques, METHODS IN ENZYMOLOGY 152, Academic Press, Inc., San Diego, California,
Estados Unidos de América (Berger).

[0077] Los polinucleétidos de la invencion pueden emplearse en técnicas de hibridacion conocidas por los expertos en
la técnica, como, entre otras posibles, las siguientes: “Northern blotting” (hibridacion Northern), “Southern blotting”
(hibridacion “Southern”) e hibridacion “overgo” (véase mas adelante). Por ejemplo, pueden usarse las sondas de
polinucleétidos de la invencion en estudios de distribucién tisular y en ensayos diagnésticos. Es probable que los
receptores T1R de la invencion estén presentes y activos en tejidos que no son los que participan en la percepcion
gustativa. Por lo tanto, es probable que los receptores T1R felinos ejerzan varias funciones in vivo, como, por ejemplo,
la regulacion de la metabolizacion de los aminoacidos, ademas de la percepcion de los sabores.

[0078] Pueden usarse métodos de secuenciacion automatizados a fin de obtener o de verificar la secuencia de
nucledtidos que codifica al receptor TIR. Se cree que las secuencias de nucleétidos de la presente invencion son
exactas. No obstante, como es bien conocido en este campo del conocimiento, las secuencias de nucleétidos obtenidas
mediante métodos automatizados pueden contener algunos errores. Las secuencias de nucledtidos determinadas
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mediante automatizacion son habitualmente al menos en torno a un 90%, y mas habitualmente, de al menos en torno a
un 95% a al menos en torno a un 99,9%, idénticas, a la secuencia de nucleétidos real de una molécula de &cido
nucleico dada. La secuencia real puede determinarse con mayor precision usando métodos de secuenciacion manual,
que son bien conocidos en este campo del conocimiento. Si un error en una secuencia provoca una insercion o una
delecion de uno o mas nucledtidos, puede originarse un desplazamiento de marco en la traduccién, de un modo tal que
la secuencia de aminoacidos prevista diferira de la que se preveria a partir de la secuencia de nucleétidos real de la
molécula de acido nucleico, empezando en el punto de la mutacién.

[0079] Las moléculas de acido nucleico de la presente invencion y los fragmentos derivados a partir de las mismas
resultan utiles para el andlisis de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP, por sus siglas en
inglés) asociados a ciertos trastornos, para el mapeado genético, y para métodos de prediccién de la percepcion
gustativa de un organismo tal como un mamifero, y en dichos métodos, se detecta una secuencia de nucleétidos de la
invencion en una muestra biolégica de dicho organismo. Por ejemplo, un mamifero que tenga un polinucleétido de la
invencion puede sentirse atraido por el sabor de uno o mas aminoacidos y/o ser insensible o indiferente a uno o mas
endulzantes tipo carbohidrato o endulzantes de alta intensidad.

[0080] La informacion sobre las secuencias de polinucleétidos que se proporciona en la invencion posibilita la
expresion a gran escala, mediante técnicas bien conocidas y puestas en practica rutinariamente en este campo del
conocimiento, del polipéptido codificado.

Vectores

[0081] Oftro aspecto de la presente invencion se refiere a vectores, o a vectores de expresién recombinantes, que
comprenden cualquiera de las moléculas de acido nucleico que se han descrito anteriormente. En la invencion, los
vectores se usan para amplificar ADN o ARN que codifica un receptor T1R, y/o para expresar ADN que codifica un
receptor T1R. Son ejemplos de vectores, entre otros posibles, los siguientes: plasmidos, fagos, césmidos, episomas,
particulas viricas o virus y fragmentos de ADN integrables (es decir, fragmentos que se pueden integrar en el genoma
del host, mediante recombinacién homéloga). Son ejemplos de particulas viricas, entre otros posibles, los siguientes:
adenovirus, baculovirus, parvovirus, herpesvirus, poxvirus, virus adeno-asociados, virus de la selva de Semliki, virus de
la vacuna de la viruela, y retrovirus. Son ejemplos de vectores de expresion, entre otros posibles, los siguientes:
pcDNA3 (empresa fabricante: Invitrogen) y pSVL (empresa fabricante: Pharmacia Biotech). Otros vectores de expresion
son, entre otros posibles, los siguientes: vectores pSPORT™, vectores pGEM™ (fabricante: Promega), vectores
pPROEXvectors™ (fabricante: LTI, Bethesda, MD, Estados Unidos), vectores Bluescript™ (fabricante: Stratagene),
vectores pQE™ (fabricante: Qiagen), pSE420™ (fabricante: Invitrogen) y pYES2™(fabricante: Invitrogen).

[0082] Los constructos de expresion pueden comprender polinucleétidos que codifican T1R, unidos operativamente a
una secuencia de ADN de control de la expresion enddgena o exdgena, y un terminador de la transcripcion. Las
secuencias de ADN de control de la expresion comprenden sitios de union a promotores, mejoradores, operadores, y
elementos reguladores en general, y habitualmente se seleccionan en funcion de los sistemas de expresion en los que
se va a utilizar el constructo de expresion. En general, las secuencias de los promotores y de los mejoradores
(secuencias promotoras y mejoradoras) se seleccionan en virtud de su capacidad para aumentar la expresién génica;
por su parte, en general, las secuencias de los operadores (secuencias operadoras) se seleccionan en virtud de su
capacidad para regular la expresion génica. Los constructos de expresion de la invencion pueden comprender también
secuencias que codifiguen uno o mas marcadores seleccionables que permitan la identificacion de las células host que
portan el constructo. Ademas, los constructos de expresion pueden comprender secuencias que faciliten, o que
promuevan, la recombinacion homoéloga en una célula host. Los constructos de la invencion pueden comprender
también secuencias necesarias para la replicacion en una célula host.

[0083] Los constructos de expresion pueden utilizarse para la produccion de una proteina codificada, aunque también
pueden utilizarse simplemente para amplificar una secuencia polinucleotidica que codifique el T1R. En algunas
realizaciones preferidas, el vector es un vector de expresion, y en él, un polinucleédtido de la invencién se une
operativamente a un polinucleétido que comprende una secuencia de control de la expresion. Se proporcionan, ademas,
constructos de expresion recombinantes que se replican de manera autbnoma, como, por ejemplo, vectores de ADN
basados en plasmidos y vectores de ADN viricos que incorporan polinucleétidos de la invencién. Algunos vectores de
expresion son constructos de ADN replicables en los que una secuencia de ADN que codifica un receptor T1R se une o
conecta operativamente a una secuencia o secuencias de control adecuada(s) capaz/capaces de efectuar la expresion
del receptor en un host adecuado. Los vectores de amplificacion no necesitan dominios de control de la expresion, sino
Unicamente capacidad para replicarse en un host (tal como la capacidad conferida por un origen de la replicacion), y un
gen de seleccion para facilitar el reconocimiento de transformantes. La necesidad de secuencias de control en el vector
de expresion varia en funcion del host que se seleccione y del método de transformacién que se elija. Las secuencias
de control comprenden un promotor de la transcripcién, una secuencia operadora, opcional, para controlar la
transcripcion, una secuencia que codifica la union ribosémica a ARNm adecuado y secuencias que controlan la
terminacion de la transcripcion y de la traduccion.

[0084] Los vectores de la invencién pueden contener un promotor que sea reconocido por el organismo host. Las
secuencias promotoras de la presente invencién pueden ser procaridticas, eucaridticas o viricas. Son ejemplos de

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2625342 T3

secuencias procariéticas adecuadas, entre otros posibles, los siguientes: los promotores Pr y PL del bacteriéfago
lambda (THE BACTERIOPHAGE LAMBDA, Hershey, A. D., Ed., Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, Nueva
York, Estados Unidos de América (1973), publicacion que se incorpora en su totalidad a la presente invencion, mediante
referencia a la misma; LAMBDA Il, Hendrix, R. W., Ed., Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, Nueva York,
Estados Unidos de América (1980), publicacion que se incorpora en su totalidad a la presente invencion, mediante
referencia a la misma), los promotores tip (TIP), recA, del choque térmico y lacZ de E. coli, y el promotor temprano del
SV40 (Benoist et al., Nature, 1981, 290, 304-310, publicacion que se incorpora en su totalidad a la presente invencion,
mediante referencia a la misma). Son promotores adicionales, entre otros, los siguientes: virus del tumor mamario
murino, repeticién terminal larga del virus de la inmunodeficiencia humana, virus de la leucemia de Maloney, promotor
temprano inmediato del citomegalovirus, virus de Epstein-Barr, virus del sarcoma de Rous, actina humana, miosina
humana, hemoglobina humana, creatina muscular humana y metalotioneina humana.

[0085] También pueden incluirse en los vectores de la invencion secuencias reguladoras adicionales. La secuencias
de Shine-Dalgarno del gen de la replicasa del fago MS-2 y del gen cll del bacteriéfago lambda constituyen ejemplos de
secuencias reguladoras adecuadas. La secuencia de Shine-Dalgarno puede ir seguida inmediatamente de un ADN que
codifica un receptor T1R, lo que conduce a la expresion de la proteina madura.

[0086] Ademas, los vectores de expresion adecuados pueden comprender un marcador apropiado que haga posible el
andlisis y seleccion de células host transformadas. La transformacion del host seleccionado se lleva a cabo usando
cualquiera de las diversas técnicas, bien conocidas por los expertos en la técnica y que se describen en Sambrook et
al., (véase anteriormente en el presente documento).

[0087] También puede proporcionarse un origen de la replicacion o secuencia de replicacion autonoma (ARS, por sus
siglas en inglés), mediante construccion del vector de manera que incluya un origen exdgeno, o bien, puede ser
proporcionado por el mecanismo de replicacion cromosoémica de la célula host (esto Ultimo puede ser suficiente si el
vector se integra en el cromosoma de la célula host). Alternativamente, en vez de usar vectores que contengan origenes
de replicacion viricos, los expertos en la técnica pueden transformar células de mamifero mediante el método de la
cotransformacion con un marcador seleccionable y ADN de T1R. Un ejemplo de un marcador adecuado es la
dihidrofolato reductasa (DHFR) o la timidina quinasa (véase la patente estadounidense N° 4399216).

[0088] Son secuencias reguladoras adicionales que pueden incluirse en los polinucleétidos de la invencion las sefales
de secrecién que permiten que el polipéptido codificado atraviese, y/o se aloje en, las membranas celulares, o que sea
secretado de la célula.

[0089] Las secuencias de nucleétidos que codifican un receptor T1IR pueden ser recombinadas con ADN de vector
con arreglo a técnicas convencionales, como, por ejemplo, extremos terminales romos o en bisel para ligamiento,
digestion con enzima(s) de restriccion para obtener extremos terminales apropiados, llenado de extremos cohesivos
conforme sea adecuado, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar uniones no deseables, y ligamiento con ligasas
apropiadas. En Sambrook et al. (véase anteriormente en el presente documento) se describen técnicas para tal
manipulacion; dichas técnicas son hien conocidas en este campo del conocimiento. Se describen métodos para la
construccion de vectores de expresion en mamiferos en, por ejemplo, Okayama et al., Mol. Cell. Biol., 1983, 3, 280,
Cosman et al., Mol. Immunol., 1986, 23, 935, Cosman et al., Nature, 1984, 312, 768, en EP-A-0367566, y en WO
91/18982.

[0090] Los vectores de la invencion son Utiles para expresar T1Rs en diversos sistemas celulares. La sobreexpresion
de un T1R puede, por ejemplo, ser util en el analisis/seleccion de antagonistas del receptor, tal y como se describe en la
presente invencion. La estimulacion de la transcripcién de polinucleétidos de T1R puede emplearse para analizar el
efecto de la expresion del T1R sobre la expresion de otros receptores gustativos. Los vectores pueden utilizarse,
asimismo, para producir polinucleétidos antisense que inhiban la expresion del T1IR enddgeno, a fin de analizar el efecto
de la pérdida del gen del T1R.

Células host

[0091] Conforme a otro aspecto de la invencién, se proporcionan células host, incluidas células procariéticas y células
eucarioticas, que comprenden un polinucleétido de la invencién (o vector de la invencién), de una manera tal que
permite la expresion del polipéptido T1R codificado. Se pueden introducir los polinucleétidos de la invencion en la célula
host como parte de un plasmido circular, o como ADN lineal que comprenda una regién codificadora de proteina aislada
0 un vector virico. Son métodos para la introduccion de ADN en la célula host, que son bien conocidos y que se ponen
en practica rutinariamente en este campo del conocimiento, los siguientes: transformacion, transfeccion,
electroporacion, inyecciéon nuclear, o fusién con transportadores tales como liposomas, micelas, células fantasma, y
protoplastos. Los sistemas de expresion de la invencion comprenden sistemas de células bacterianas, de levaduras,
fungicas, de plantas, de insectos, de invertebrados, de vertebrados y de mamiferos.

[0092] La invencion proporciona células host que se transforman o transfectan (de manera estable o transitoria) con
polinucleétidos de la invencién o con vectores de la invencion. Como se ha indicado anteriormente, tales células host
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son Utiles para amplificar los polinucleétidos y también para expresar un polipéptido TIR o fragmento del mismo
codificado por el polinucleétido.

[0093] En otra realizacion relacionada, la invencién proporciona un método para la produccion de un polipéptido T1R
(o de un fragmento del mismo), y dicho método comprende los pasos consistentes en cultivar una célula host de la
invencion en un medio con nutriente(s), y en aislar el polipéptido o variante del mismo de la célula o del medio. Puesto
que el receptor TIR es un polipéptido que abarca la membrana, se comprendera que, en el caso de algunas
aplicaciones, como, por ejemplo, ciertos ensayos de actividad, el aislamiento preferible puede conllevar el aislamiento
de membranas celulares que contengan el polipéptido incluido en ellas, mientras que, en el caso de otras aplicaciones,
puede resultar preferible un aislamiento mas completo.

[0094] De conformidad con algunos aspectos de la presente invencion, se proporcionan células host transformadas
que tienen un vector de expresion que comprende cualquiera de las moléculas de acido nucleico que se han descrito
hasta aqui. La expresion de la secuencia de nucleétidos tiene lugar cuando el vector de expresion se introduce en una
célula host apropiada. Son células host adecuadas para la expresion de los polipéptidos de la invencion, entre otras
posibles, las siguientes: procariotas, levaduras, y eucariotas. Si se emplea un vector de expresidon en procariotas,
entonces la célula host apropiada seria cualquier célula procaridtica capaz de expresar las secuencias clonadas. Son
células procariodticas adecuadas, entre otras posibles, las siguientes: bacterias de los géneros Escherichia, Bacillus,
Salmonella, Pseudomonas, Streptomyces y Staphylococcus.

[0095] Si se emplea un vector de expresion en eucariotas, entonces la célula host apropiada seria cualquier célula
eucariotica capaz de expresar las secuencias clonadas. Las células eucaridticas pueden ser células de eucariotas
superiores. Son células eucaridticas adecuadas, entre otras posibles, las siguientes: células de cultivo tisular de
mamifero no humano y células de cultivo tisular humano. Las células host pueden ser, entre otras posibles: células de
insecto, células Hela, células ovaricas de hamster chino (células CHO, por sus siglas en inglés), células de rifién de
mono verde africano (células COS), células embrionarias de rifidn humano 293 (células HEK-293, por sus siglas en
inglés) y fibroblastos 3T3 murinos. La propagacion de tales células en cultivos celulares ha devenido un procedimiento
rutinario (véase TISSUE CULTURE, Academic Press, Kruse and Patterson, eds. (1973), publicaciéon que se incorpora en
su totalidad a la presente invencion, mediante referencia a la misma).

[0096] Ademas, puede emplearse, como célula host, un host levadura (una célula de levadura). Las células de
levadura pueden ser, entre otras posibles, células de los géneros Saccharomyces, Pichia, y Kluveromyces. Pueden ser
hosts levadura: S. cerevisiae y P. pastoris. Los vectores de levadura pueden contener una secuencia de origen de la
replicacion de un plasmido de levadura 2T, una secuencia de replicacion auténoma (ARS), una regiéon promotora,
secuencias para poliadenilacion, secuencias para terminacion de la transcripcion, y un gen marcador seleccionable. Se
incluyen, ademas, en la presente invencion, vectores “shuttle” (vectores lanzadera) para la replicacion en levaduras y en
E. coli.

[0097] Alternativamente, pueden usarse como células host células de insecto. En algunas realizaciones, los
polipéptidos de la invencion se expresan usando un sistema de expresién en baculovirus (véase Luckow et al.,
Bio/Technology, 1988, 6, 47; BACULOVIRUS EXPRESSION VECTORS: A LABORATORY MANUAL, O'Reilly et al.,
(Eds.), W.H. Freeman and Company, New York, 1992; y la patente estadounidense N° 4879236). Ademas, puede
usarse el sistema de expresion en baculovirus completo MAXBAC™ (fabricante: Invitrogen), por ejemplo para la
produccion en células de insecto.

[0098] Las células host de la invencion son una valiosa fuente de inmundgeno para el desarrollo de anticuerpos
inmunorreactivos, de manera especifica, con el receptor T1R. Las células host de la invencion son también Utiles en
métodos para la produccion a gran escala de polipéptidos T1R; en dichos métodos, se cultivan las células en un medio
de cultivo adecuado y se aislan los productos polipeptidicos deseados de dichas células o del medio en el que se
cultivan las células, mediante métodos de purificacién conocidos en este campo del conocimiento, como, por ejemplo,
métodos cromatograficos convencionales, que comprenden cromatografia de inmunoafinidad, cromatografia de afinidad
para receptores, cromatografia de interaccion hidrofébica, cromatografia de afinidad para lectinas, cromatografia de
intercambio catidnico o aniénico, cromatografia de exclusién o filtracion por tamafio, cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés, también denominada “cromatografia liquida de alta presion”), HPLC de fase
inversa y similares. Son otros métodos de purificacion aquellos en los que la proteina deseada se expresa y se purifica
como proteina de fusidon que tiene una etiqueta, un marcador o una fracciéon quelante especifico/a que es reconocido/a
por un socio de unién o agente de unién especifico. La proteina purificada puede ser escindida a fin de obtener la
proteina deseada, o puede dejarse como proteina de fusion intacta. La escision del componente de fusién puede
producir una forma, de la proteina deseada, que tenga residuos aminoacido adicionales a consecuencia del proceso de
escision.

[0099] EI conocimiento de la secuencia de nucledtidos que codifica el receptor T1R felino hace posible modificar las
células a fin de permitir, o0 de aumentar, la expresion del receptor endégeno. Pueden modificarse (por ejemplo, mediante
recombinacion homéloga) las células de modo que se obtenga una expresién aumentada, mediante el reemplazo, en su
totalidad o en parte, del promotor de T1R natural (que se da en la naturaleza), con la totalidad o con parte de un
promotor heterélogo, de manera que las células expresen el receptor en cantidades (niveles) mayores o menores. El
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promotor heterélogo se inserta de un manera tal que se une operativamente a una secuencia codificadora del T1R
enddgeno. (Véanse, por ejemplo, la publicacion internacional PCT N° WO 94/12650, la publicacion internacional PCT N°
WO 92/20808, y la publicacion internacional PCT N° WO 91/09955). Asimismo, se contempla que, ademas de ADN
promotor heterélogo, se pueda insertar ADN marcador amplificable (por ejemplo, ada, dhfr, y el gen CAD multifuncional
que codifica la carbamoilfosfato sintetasa, la aspartato transcarbamilasa, y la dihidroorotasa) y/o ADN de intrén, junto
con el ADN promotor heterélogo. La amplificacion del ADN marcador mediante métodos de seleccion estandar, cuando
dicho ADN esta unido a la secuencia codificadora del T1R, produce una coamplificacion de las secuencias codificadoras
del T1R en las células.

Animales con inhibicién de la expresién (“knock-out”) y con transposicion

[0100] La informacion sobre secuencias de ADN proporcionada por la presente invencidon hace posible también el
desarrollo (por ejemplo, mediante estrategias de recombinacién homoéloga; véase Capecchi, Science 244:1288-1292
(1989)) de animales transgénicos o animales sometidos a mutagénesis dirigida (“gene targeting”), incluidos, por
ejemplo, animales que no expresan T1R funcional (animales “knock-out”, que significa animales con inhibicién de la
expresion) o que expresan una variante del mismo (esto Ultimo se denomina “transposicion”). Tales animales no
humanos (en especial, animales de laboratorio pequefios tales como ratas, conejos, ratones y gatos) resultan utiles
como modelos para estudiar las actividades in vivo de los receptores T1R y de los moduladores de los receptores T1R.

“Antisense” y ARNSI

[0101] Los polinuclettidos “antisense” y “cortos interferentes” pueden reconocer polinucleétidos que codifican los
receptores T1R de la invencion, e hibridarse con dichos polinucleétidos. Son moléculas antisense de fragmentos de la
invencion: (i) las que reconocen especificamente y se hibridan especificamente con ARN de T1R (conforme a lo que se
determina mediante la comparacion entre las secuencias del ADN que codifica el receptor TIR y de ADN que codifica
otras moléculas conocidas). La identificacion de las secuencias exclusivas de polinucleétidos que codifican el T1IR
puede deducirse, mediante el uso de cualquier base de datos de secuencias que esté disponible publicamente, y/o
mediante el uso de programas, disponibles comercialmente, de comparacion de secuencias. Tras la identificacion de las
secuencias deseadas, puede efectuarse aislamiento mediante digestion con enzimas de restriccion o amplificacion
usando cualquiera de las diversas técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa, bien conocidas en este campo del
conocimiento. Los polinucledtidos antisense son particularmente relevantes para la regulacion de la expresion del
receptor T1R por parte de las células que expresan ARNm de T1R.

[0102] Se introduce en las células (por ejemplo, mediante un vector virico o un sistema de dispersién coloidal tal como
un liposoma) acidos nucleicos antisense (preferiblemente, oligonucleétidos de a 10 a 30 pares de bases) capaces de
unirse especificamente a secuencias de control de la expresion del TLIR o a ARN de T1R. El acido nucleico antisense se
une a la secuencia de nucleétidos diana, en la célula, e impide la transcripcion y/o la traduccién de la secuencia diana.
En la presente invencion se contemplan, especificamente para uso terapéutico, oligonucleétidos antisense con
fosforotioato y metilfosfonato. Ademas, en la presente invencién se contemplan, especificamente para uso terapéutico,
acidos nucleicos bloqueados. (Véase, por ejemplo, Wahlestedt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97(10), 5633-5638
(2000). Se puede modificar los oligonucleoétidos antisense, ademas, afiadiendo poli-L-lisina, transferrina con polilisina, o
fracciones colesterol en los extremos 5' de dichos oligonucledétidos antisense. La supresion de la expresion del T1R, a
nivel transcripcional o a nivel traduccional, es (til para generar modelos celulares o animales de enfermedades/estados
patoldgicos caracterizados por una expresion aberrante de T1R.

[0103] Los oligonucledtidos antisense respecto de la secuencia de nucleétidos de la SEC N° ID:1, SEC N° ID:99, o los
fragmentos de dicha secuencia de nucledtidos, o las secuencias complementarias u homélogas de lo antedicho,
derivadas de las secuencias de nucleétidos de la presente invencion que codifican receptores T1R, son Utiles como
herramientas diagnésticas para sondear (analizar mediante sondas) la expresion génica en diversos tejidos. Por
ejemplo, el tejido puede sondearse in situ con sondas de oligonucledtidos que porten grupos detectables, mediante
técnicas autorradiograficas convencionales, a fin de investigar la expresion nativa de esta enzima o trastornos
patolégicos relacionados con la misma. Se pueden dirigir oligonucleétidos antisense hacia las regiones reguladoras de
una secuencia de nucledtidos de T1R, o hacia ARNm correspondiente a las mismas, incluidas, entre otras posibilidades,
el codén de iniciacion, la caja TATA, secuencias mejoradoras, y similares.

[0104] Los expertos en la técnica sabran que los oligonucleétidos antisense que inhiben la expresién y/o la actividad
biolégica de un receptor T1R de la invencién pueden predecirse usando cualquier gen que codifique un receptor T1R.
Concretamente, las moléculas de acido nucleico antisense comprenden una secuencia preferiblemente complementaria
de al menos unos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 100, 250 6 500 nucledtidos o de una secuencia entera del gen del
receptor T1R. Los oligonuclettidos antisense pueden comprender una secuencia complementaria de unos 15
nucledtidos consecutivos de la cadena codificadora de la secuencia que codifica el receptor T1R.

[0105] Una molécula de acido nucleico antisense es “antisense” (esta en sentido contrario) respecto de una “region
codificadora” de la cadena codificadora de una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina T1R. La cadena
codificadora puede comprender también regiones reguladoras de la secuencia del T1R. El término “region codificadora”
se refiere a la region de la secuencia de nucleétidos que comprende codones que se traducen a residuos aminoacido.
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En otra realizacién, la molécula de acido nucleico antisense es “antisense” de una “region no codificadora” de la cadena
codificadora de una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina T1R. El término “regiéon no codificadora” se
refiere a secuencias 5' y 3' que flanquean a la regién codificadora que no son traducidas a aminoacidos (también
denominadas regiones no traducidas (UTR, por sus siglas en inglés) 5'y 3").

[0106] Se pueden dirigir oligonuclettidos antisense hacia las regiones reguladoras de una secuencia de nucle6tidos
que codifigue una proteina T1R, o hacia ARNm correspondiente a las mismas, incluidas, entre otras posibilidades, el
codon de iniciacion, la caja TATA, secuencias mejoradoras, y similares. Dadas las secuencias de cadenas codificadoras
gue se proporcionan en la presente invencion, pueden disefiarse acidos nucleicos antisense de la invencion conforme a
las reglas de emparejamiento de bases de Watson y Crick o de Hoogsteen. La molécula de acido nucleico antisense
puede ser complementaria de la totalidad de la region codificadora de un ARNm de T1R, aunque también puede ser un
oligonucledtido que sea antisense solamente respecto de una porcion de la region codificadora o de la region no
codificadora del ARNm. Por ejemplo, el oligonucleétido antisense puede ser complementario de la region circundante al
sitio de inicio de la traduccion de un ARNm. Un oligonucleétido antisense puede tener, por ejemplo, unos 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45 6 50 nucledtidos de longitud.

[0107] Otra manera de inhibir la actividad de un receptor T1R conforme con la invencion es mediante interferencia de
ARN (iARN) (véase, por ejemplo, Elbashir et al., Nature, 411:494-498 (2001); Elbashir et al., Genes Development,
15:188-200 (2001)). La iARN es el proceso de silenciamiento de genes (silenciamiento génico) postranscripcional,
especifico de secuencia, iniciado por un ARN de cadena doble (ARNds) que es homdlogo, en cuanto a secuencia, del
gen que se silencia (por ejemplo, es homologo, en cuanto a secuencia, de la secuencia que codifica un receptor T1R,
como, por ejemplo, entre otras secuencias posibles, la secuencia descrita en la SEC N° ID:1 0 en la SEC N° ID:99). Se
cree que el silenciamiento mediado por ARNsi (ARN corto interferente) ocurre postranscripcionalmente (después de la
transcripcion) y/o transcripcionalmente (en el momento de la transcripcion). Por ejemplo, diplex de ARNsi pueden
mediar el silenciamiento génico postranscripcional mediante reconstituciéon de complejos ARNSsi-proteina (RNPsi), que
guian el reconocimiento del ARNm y la escision dirigida.

[0108] En consonancia, otra forma de un compuesto inhibidor del T1R de la invencion es un ARNsi que tiene como
diana una secuencia que codifica el T1IR. Son ARNsi ejemplares los duplex de ARNsi (por ejemplo, 10-25,
preferiblemente 20, 21, 22, 23, 24 6 25 residuos de longitud) que tienen una secuencia que sea homoéloga de o idéntica
a un fragmento de la secuencia T1R descrita como SEC N° ID:1 o SEC N° ID:63, y que tenga una secuencia
sobresaliente 3' simétrica, de 2 nucledtidos. La secuencia sobresaliente 3' de 2 nucleétidos puede estar compuesta de
(2'-desoxi)timidina, dado que ésta reduce los costes de la sintesis de ARN y puede aumentar la resistencia de los ARNSsi
a la nucleasa en el medio del cultivo celular y dentro de las células transfectadas. La sustitucion de la uridina con
timidina en la secuencia sobresaliente 3' es también bien tolerada en las células de mamifero, y la secuencia de la
secuencia sobresaliente parece no contribuir al reconocimiento de la diana.

Polipéptidos

[0109] La invencién proporciona asimismo polipéptidos y dimeros de receptor T1R felino, purificados e aislados. Los
polipéptidos T1R de la invencion pueden ser codificados por un polinucledtido de la invenciéon. Algunas realizaciones
incluyen un polipéptido T1R felino que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC N° ID:2. Los receptores T1R
pueden formar homodimeros o heterodimeros en los botones gustativos, y en otros tejidos, a fin de detectar (“saborear”)
moléculas. La invencion comprende también formas homodiméricas y heterodiméricas de receptores T1R, y en ellas,
una molécula de receptor T1R se asocia con una molécula de T1R1, TIR2 o T1R3. Cuando aqui se hace referencia a
“epitopo especifico de” o a “epitopo especifico de polipéptido”, o variaciones de lo antedicho, ello significa/indica que
una porcion del receptor T1R, de la secuencia de aminoacidos del receptor T1R, o del dimero de T1R es reconocible
por un anticuerpo que es especifico del T1R o de la secuencia de aminoacidos del T1R.

[0110] Incluidos dentro del ambito de la invencién estan polipéptidos codificados por variantes alélicas felinas del T1R.
Las variantes alélicas del receptor T1R de la invencion pueden modificar la percepcion gustativa de un mamifero, por
ejemplo, de un gato, en respuesta a un estimulo gustativo. Tales modificaciones de la secuencia de aminoacidos
funcional podrian ser responsables de las diferencias en la percepcion gustativa intraespecie (por ejemplo, percepcion
gustativa especifica de raza).

[0113] Los polipéptidos de la invencion pueden aislarse de fuentes celulares naturales o pueden sintetizarse
guimicamente, pero preferiblemente se producen mediante procedimientos de recombinacién en los que se usan células
host de la invencion. Es de esperar que el uso de células host de mamifero proporcione las modificaciones
postraduccionales (por ejemplo, glicosilacién, truncado, lipidacién, fosforilacion) que puedan ser necesarias para conferir
una actividad biol6gica 6ptima a los productos de expresién recombinantes de la invencion.

[0114] La invencion engloba también polipéptidos T1R variantes. En un ejemplo, se proporcionan variantes de
insercion, en las que uno o mas residuos aminoacido suplementan una secuencia de aminoacidos de T1R tal como la
SEC N° ID:2. Las inserciones pueden ubicarse en uno de los extremos terminales o en ambos extremos terminales de la
proteina, o pueden ubicarse dentro de regiones internas de la secuencia de aminoacidos. Las variantes insercionales
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con residuos adicionales en cada extremo terminal o en ambos extremos terminales pueden incluir, por ejemplo,
proteinas de fusién y proteinas que comprendan etiquetas o marcadores de aminodacidos.

[0115] Las variantes de insercion incluyen polipéptidos T1R, y se afiaden uno o mas residuos aminoacido a un
fragmento biol6gicamente activo de dichos polipéptidos. Por ejemplo, las variantes de insercion de la invencién incluyen
receptores T1R quiméricos, en los que esta presente al menos un dominio funcional de un receptor T1R felino de la
invencion.

[0116] Lainvencién engloba también variantes de T1R que tienen residuos aminoacido adicionales derivados del uso
de sistemas de expresion especificos. Por ejemplo, el uso de vectores disponibles comercialmente que expresan un
polipéptido deseado como parte de un producto de fusion de la glutation-S-transferasa (GST) proporciona el polipéptido
deseado que tiene un residuo glicina adicional en la posicion -1 tras la escision del componente GST del polipéptido
deseado. También se contemplan variantes originadas a partir de la expresion en otros sistemas de vectores.

[0117] En otro aspecto, la invencion proporciona variantes con deleciones, en las que son eliminados uno o mas
residuos aminoacido de un polipéptido T1R. Las deleciones pueden ser efectuadas en uno o ambos extremos
terminales del polipéptido T1R, o mediante la eliminacion de uno o mas residuos aminoacidos no terminales del T1R.
Por eso, las variantes con deleciones comprenden todos los fragmentos de un polipéptido T1R.

[0120] En otro aspecto, la invencién proporciona variantes con sustituciones de polipéptidos T1R. Las variantes con
sustituciones incluyen aquellos polipéptidos en los que se eliminan uno o mas residuos aminoacido de un polipéptido
T1R y son sustituidos con residuos alternativos. En un aspecto de la invencion, las sustituciones son de naturaleza
conservadora; no obstante, la invencién también engloba sustituciones que no son conservadoras. Las sustituciones
conservadoras acordes a dicho aspecto pueden definirse de la manera indicada en las Tablas 1, 2 6 3 que se muestran
mas adelante.

[0121] Las variantes de polipéptido comprenden aquellas en las que se han introducido sustituciones conservadoras
mediante modificacion de polinucleétidos que codifican polipéptidos de la invenciéon. Los aminoacidos pueden
clasificarse con arreglo a propiedades fisicas y con arreglo a la contribucion a la estructura secundaria y terciaria de las
proteinas. En este campo del conocimiento, se denomina sustitucion a una sustitucion de un aminoacido con otro
aminoacido que tiene propiedades similares. Se muestran sustituciones conservadoras ejemplares en la Tabla 1
(tomada de WO 97/09433, pagina 10, publicada el 13 de marzo de 1997 (PCT/GB96/02197, registrada el 6/9/96)), la
cual se muestra a continuacion.

Tabla 1

Sustituciones conservadoras |

CARACTERISTICA DE LA CADENA LATERAL AMINOACIDO
Alifatica
No polar GAP
ILV
Polar - sin carga CSTM
NQ
Polar - con carga DE
KR
Aromatica HFWY
Otra NQDE

Alternativamente, los aminoacidos conservadores pueden agruparse conforme a lo descrito en Lehninger
[BIOCHEMISTRY, Second Edition; Worth Publishers, Inc. NY, NY (1975), paginas 71-77], tal y como se indica en la
Tabla 2 que se muestra a continuacion.

Tabla 2

Sustituciones conservadoras |l

CARACTERISTICA DE LA CADENA LATERAL AMINOACIDO
No polar (hidréfoba)
A. Alifatica: ALIVP
B. Aroméatica FwW
C. Contiene azufre: M
D. Caso particular: G
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Sin carga-polar

A. Hidroxilo: STY
B. Amidas: N Q
C. Sulfhidrilo: C

D. Caso particular G
Cargada positivamente (basica) KRH
Cargada negativamente (acida) DE

Como otra alternativa, se indican sustituciones conservadoras ejemplares en la Tabla 3 que se muestra a continuacion.
Tabla 3

Sustituciones conservadoras Il

Residuo original Sustitucion ejemplar
Ala (A) Val, Leu, lle

Arg (R) Lys, GIn, Asn

Asn (N) GIn, His, Lys, Arg
Asp (D) Glu

Cys (C) Ser

GIn (Q) Asn

Glu (E) Asp

His (H) Asn, GIn, Lys, Arg

lle (1) Leu, Val, Met, Ala, Phe,
Leu (L) lle, Val, Met, Ala, Phe
Lys (K) Arg, GIn, Asn

Met (M) Leu, Phe, lle

Phe (F) Leu, Val, lle, Ala

Pro (P) Gly

Ser (S) Thr

Thr (T) Ser

Trp (W) Tyr

Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser

Val (V) lle, Leu, Met, Phe, Ala

[0122] Debe comprenderse que la definicion de “polipéptidos de la invencion” esta concebida de manera que incluya
polipéptidos que tengan modificaciones que no sean la insercién, delecion o sustitucion de residuos aminoacido. A
modo de ejemplo, las modificaciones pueden ser de naturaleza covalente, e incluir, por ejemplo, la uniéon quimica a
polimeros, lipidos, otras fracciones organicas y fracciones inorganicas. Tales derivados pueden prepararse a fin de
aumentar la vida media circulante (en circulacion) de un polipéptido, o pueden disefiarse de manera que aumenten la
capacidad de direccionamiento del polipéptido hacia las células deseadas o los tejidos u érganos deseados. De modo
similar, la invencion engloba, ademas, polipéptidos T1R que hayan sido modificados covalentemente de manera que
incluyan una o mas uniones al/de polimeros solubles en agua, tales como polietilenglicol, polioxietilenglicol, o
polipropilenglicol. Las variantes que muestran las propiedades de unién a ligandos del T1R nativo y que se expresan en
cantidades mayores, asi como las variantes que posibilitan receptores constitutivamente activos, son particularmente
utiles en los ensayos de la invencion; las variantes son también Utiles para posibilitar modelos, celulares, tisulares y
animales, de enfermedades/estados patolégicos que se caracterizan por una actividad aberrante del T1R.

[0123] Los polipéptidos purificados de la invencion pueden proporcionarse en forma de una composicién. Algunas
composiciones comprenden, ademas del polipéptido de la invencion, un diluyente liquido, semisélido o sdlido,
farmacéuticamente aceptable (es decir, estéril y no téxico) que actla como vehiculo, excipiente o medio farmacéutico.
Puede emplearse cualquier diluyente conocido en este campo del conocimiento. Son diluyentes ejemplares, entre otros
posibles, los siguientes: agua, soluciones salinas, polioxietilen-sorbitdn monolaurato, estearato magnésico, metil- y
propil-hidroxibenzoato, talco, alginatos, almidones, lactosa, sacarosa, dextrosa, sorbitol, manitol, glicerol, fosfato calcico,
aceite mineral y manteca de cacao.

[0124] Las variantes que muestran las propiedades de union a ligandos del T1R nativo y que se expresan en
cantidades mayores, asi como las variantes que posibilitan receptores constitutivamente activos, son particularmente
utiles en los ensayos de la invencion; las variantes son también Utiles en los ensayos de la invencion y para posibilitar
modelos celulares, tisulares y animales de enfermedades/estados patoldgicos que se caracterizan por una actividad
aberrante del T1R.
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Anticuerpos

[0125] La presente invencion comprende también anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales y policlonales,
anticuerpos de cadena Unica, anticuerpos quiméricos, anticuerpos bifuncionales/biespecificos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos humanos, anticuerpos felinizados, anticuerpos felinos, y anticuerpos injertados con regiones
determinantes de complementariedad (CDR, por sus siglas en inglés), que incluyen compuestos que incluyen
secuencias de CDR que reconocen especificamente un polipéptido de la invencién) especificos de un receptor T1R de
la invencion, de un fragmento del mismo, o de dimeros de los receptores T1R de la invencién (por ejemplo, dimeros
T1R1-T1R3; dimeros T1R2-T1R3; y dimeros T1R3-T1R3). El término “especifico de”, cuando se usa en el presente para
describir anticuerpos de la invencion, indica que las regiones variables de los anticuerpos reconocen, y se unen a,
polipéptidos T1R, preferiblemente de manera exclusiva (es decir, que son capaces de distinguir a los polipéptidos T1R
de la invencion de otros polipéptidos conocidos, en virtud de diferencias mensurables en la afinidad de unién, pese a la
posible existencia de una identidad, homologia o similitud, localizada, entre las secuencias de T1R y las secuencias de
tales polipéptidos). Se comprendera que los anticuerpos especificos también pueden interaccionar con otras proteinas
(por ejemplo, con la proteina A de S. aureus o con otros anticuerpos en las técnicas ELISA) mediante interacciones con
secuencias situadas fuera de la region variable de los anticuerpos y, en particular, en la regién constante de la molécula.
Son bien conocidos, y se ponen en practica rutinariamente en este campo del conocimiento, ensayos de
analisis/seleccion con los que se determina la especificidad de unién de un anticuerpo de la invencion. Para una
descripcién muy completa de tales ensayos, véase Harlow et al., (Eds.), ANTIBODIES A LABORATORY MANUAL; Cold
Spring Harbor Laboratory; Cold Spring Harbor, NY (1988), Chapter 6. Pueden producirse los anticuerpos de la invencion
usando cualquier método bien conocido y puesto en practica rutinariamente en este campo del conocimiento.

[0126] La descripcion proporciona un anticuerpo que es especifico de los receptores T1R felinos de la invencion. Se
considera que los anticuerpos que se pueden generar a partir de polipéptidos que hayan sido descritos con anterioridad
en la literatura cientifica y que son capaces de establecer reacciones cruzadas, fortuitamente, con el receptor T1R felino
(por ejemplo, a causa de la existencia fortuita de un epitopo similar en ambos polipéptidos), son anticuerpos “que
reaccionan de manera cruzada”. Tales anticuerpos que reaccionan de manera cruzada no son anticuerpos que sean
“especificos” de un receptor T1R felino. La determinacién de si un anticuerpo es especifico de un receptor T1R felino o
de si reacciona de manera cruzada con otro receptor conocido se lleva a cabo mediante cualquiera de varios ensayos,
como, por ejemplo, ensayos de “Western blotting”, que son bien conocidos en este campo del conocimiento. Para
identificar células que expresan un receptor T1R, y también para modular la actividad de unién a ligandos del T1R, se
pueden usar anticuerpos que se unan especificamente a un epitopo extracelular del receptor T1R.

[0127] En algunas realizaciones de la invencion, los anticuerpos se unen especificamente a polipéptidos T1R, o
impiden que ligandos o socios de union se unan a los polipéptidos T1R (bloquean la unién de tales ligandos o socios de
union). Dichos anticuerpos también pueden bloquear la actividad bioldgica de los polipéptidos T1R. En otros casos, los
anticuerpos se unen preferencialmente a polipéptidos T1R de una especie o familia determinada de polipéptidos T1R.

[0128] En algunas variaciones, la invencion proporciona anticuerpos monoclonales. Se considera que los hibridomas
que producen tales anticuerpos son también aspectos de la invencién. En otra variacion, la invencion proporciona un
anticuerpo felinizado. Los anticuerpos felinizados son (tiles para indicaciones terapéuticas in vivo.

[0130] En otra realizacién relacionada, la invencidon proporciona un anticuerpo anti-idiotipo, especifico de un
anticuerpo que es especifico del receptor T1R de la invencion.

[0132] Se pueden felinizar, mediante cualquiera de los métodos conocidos en este campo del conocimiento,
anticuerpos no felinos. En un método, se insertan CDR no felinas en un anticuerpo felino o en la secuencia consenso
del marco de un anticuerpo felino. De modo similar, se pueden humanizar, mediante cualquiera de los métodos
conocidos en este campo del conocimiento, anticuerpos no humanos. En un método, se insertan CDR no humanas en
un anticuerpo humano o en la secuencia consenso del marco de un anticuerpo humano. Después, pueden introducirse
cambios adicionales en el marco del anticuerpo, a fin de modular la afinidad o la inmunogenicidad.

[0133] Los anticuerpos de la invencion son Utiles, por ejemplo, con finalidades terapéuticas (como, por ejemplo,
mediante la modulacién de la actividad del receptor T1R), con finalidades diagnosticas (como, por ejemplo, deteccion o
cuantificacion de la actividad del receptor T1R), y también para la purificacion del receptor T1R. También estan dentro
del ambito de la invencion kits que comprendan un anticuerpo de la invencion, con cualquiera de las finalidades que
aqui se describen. En general, un kit de la invencién incluye, preferiblemente, un antigeno de control, respecto del que
el anticuerpo es inmunoespecifico.

Composiciones

[0134] En algunos estados patolégicos relacionados con el T1R subyacen mutaciones en el gen del T1R felino que
provocan una pérdida de la funcién normal del producto del gen del T1R. La terapia génica y con péptidos, por ejemplo,
puede restaurar la actividad del T1R, a fin de tratar dichos estados patoldgicos. Se hace llegar ex vivo, in situ o in vivo
un gen del T1R funcional a las células adecuadas, mediante el uso de vectores, y mas particularmente vectores viricos
(por ejemplo, adenovirus, virus adeno-asociados o retrovirus), o ex vivo mediante el uso de métodos de transferencia
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fisica de ADN (por ejemplo, liposomas o tratamientos quimicos). Véase, por ejemplo, Anderson, Nature, supplement to
vol. 392, No. 6679, paginas 25-20 (1998). Para consultar descripciones adicionales de la tecnologia de terapia génica,
véase Friedmann, Science, 244: 1275-1281 (1989); Verma, Scientific American: 68-84 (1990); y Miller, Nature, 357: 455-
460 (1992). Alternativamente, se prevé que, en otros estados patoldgicos, la prevencion de la expresion del receptor
T1R, o la inhibicion de la actividad del receptor T1R, seran utiles en el tratamiento. Se contempla que la “terapia
antisense” (terapia con acidos nucleicos antisense) o la terapia génica podrian aplicarse para regular negativamente la
expresion del receptor T1R.

[0135] Las composiciones, incluidas las composiciones farmacéuticas, Utiles en tales métodos pueden comprender
cualquiera de las moléculas de acido nucleico o vectores de expresion recombinantes que se han descrito aqui
anteriormente, asi como un transportador o diluyente aceptable. El transportador o diluyente puede ser
farmacéuticamente aceptable. Se describen transportadores adecuados en la edicibn mas reciente de Remington's
Pharmaceutical Sciences, A. Osol, que es un texto de referencia estandar en este campo. Son ejemplos de tales
transportador o diluyentes, entre otros posibles, los siguientes: agua, solucion salina, solucién de Ringer, soluciéon de
dextrosa y seroalbimina al 5%. También pueden emplearse liposomas y vehiculos no acuosos, tales como los aceites
fijos. Las formulaciones pueden esterilizarse mediante técnicas usadas cominmente.

[0136] También se encuentran dentro del ambito de la invencién las composiciones que comprenden polipéptidos,
polinucleétidos o anticuerpos de la invencién, y que se hayan formulado con, por ejemplo, un transportador
farmacéuticamente aceptable.

[0137] Pueden usarse los anticuerpos de la invenciéon en un método para modular la union a ligandos de un receptor
T1R, que comprende el paso de poner en contacto el receptor con un anticuerpo especifico del polipéptido T1R, en
condiciones en las que el anticuerpo se une al receptor.

Métodos para identificar ligandos y moduladores

[0138] La invencion proporciona también ensayos con los que identificar compuestos que se unen al receptor T1R y/o
que lo modulan. Un “socio de unién al TLR” es un compuesto que fija, directa o indirectamente, un polipéptido T1R de la
invencion. Un ensayo de la invencion comprende los pasos de: (a) poner en contacto el receptor TIR o un dimero de
T1R de la invencion con un compuesto que se sospecha que se une al receptor T1R o dimero de T1R (el compuesto de
prueba); y (b) medir la unién entre dicho compuesto y el receptor TIR o dimero de T1R. En una variacion, la
composicion comprende una célula que expresa el receptor T1R o el dimero de T1R en su superficie. En otra variacion,
se emplea el receptor T1R o dimero de T1R aislado, 0 membranas celulares que comprenden el receptor T1R o dimero
de T1R. La unién puede medirse directamente, por ejemplo, usando un compuesto marcado, o puede medirse
indirectamente. Los compuestos identificados como compuestos que se unen a un receptor T1R o a un dimero de T1R
pueden someterse a pruebas, adicionalmente, en otros ensayos como, entre otros posibles, ensayos de la actividad del
T1R y/o modelos in vivo, a fin de confirmar o cuantificar su actividad.

[0139] Se pueden identificar o desarrollar, usando variantes del T1R, productos de T1R aislados o recombinantes o,
preferiblemente, células que expresan tales productos, moléculas de union especificas, como, por ejemplo, ligandos
naturales y compuestos sintéticos. Los socios de unién son utiles para purificar productos de T1R y para detectar o
cuantificar productos de T1R en muestras de tejidos y fluidos, usando procedimientos inmunolégicos conocidos. Las
moléculas de unién son también manifiestamente Utiles en la modulacién (es decir, bloqueo, inhibicién o estimulacién)
de las actividades bioldgicas del T1R; en especial, de las actividades implicadas en la transduccion de sefales. Las
moléculas de union son también Utiles en métodos para la prediccion de la percepcion gustativa de un organismo tal
como un mamifero mediante la deteccion de un polipéptido de la invencion en una muestra bioldgica del organismo. Por
ejemplo, un organismo en el que se ha identificado un polipéptido de la invencién puede resultar atraido por el sabor de
los aminoacidos y/o ser indiferente al sabor de los endulzantes tipo carbohidrato y endulzantes de alta intensidad.

[0140] La informacion sobre secuencias de ADN y sobre secuencias de aminoacidos proporcionada por la presente
invencion hace también posible la identificacion de los compuestos socios de unién con los que interaccionara un
polipéptido T1R o polinucledtido de T1R. Los métodos para la identificacion de compuestos socios de union incluyen
ensayos en soluciones, ensayos in vitro, en los que se inmovilizan polipéptidos T1R y ensayos basados en células. La
identificacion de compuestos socios de union de los polipéptidos T1R proporciona candidatos para la intervencion
terapéutica o profilactica en patologias asociadas a la actividad biolégica normal y aberrante del T1R.

[0141] La invencion incluye varios sistemas de ensayo para la identificacion de los socios de union al (del) T1IR. En
ensayos en soluciones, los métodos de la invencion comprenden los pasos de: (a) poner en contacto un receptor T1IR o
dimero de T1R con uno 0 mas compuestos socios de unién candidatos; y (b) identificar los compuestos que se unen al
receptor T1R o al dimero de T1R. La identificacion de los compuestos que se unen al receptor T1R o al dimero de T1R
se puede lograr aislando el complejo polipéptido T1R/socio de union, y separando el compuesto socio de unién del
polipéptido T1R. Un paso adicional consistente en la caracterizacion de las propiedades fisicas, biol6égicas y/o
bioquimicas del compuesto socio de unidn esta también comprendido en otra realizacién de la invencién. En un aspecto
de la invencién, se aisla el complejo polipéptido T1R/socio de unién usando un anticuerpo inmunoespecifico del receptor
T1R o dimero de T1R o del compuesto socio de unién candidato.
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[0142] En otras realizaciones adicionales, el receptor T1R o dimero de T1R, o el compuesto socio de unién candidato,
comprende un marcador o una etiqueta que facilita su aislamiento, y los métodos de la invencién para la identificacion
de compuestos socios de union incluyen un paso de aislamiento del complejo polipéptido T1R/socio de union mediante
la interaccion con el marcador o etiqueta. Una etiqueta ejemplar de este tipo es una secuencia polihistidina —
generalmente, de en torno a seis residuos histidina— que permite el aislamiento de un compuesto asi marcado usando
quelaciéon de niquel. En la invencion se adoptan otros marcadores y etiquetas, bien conocidos y que se ponen en
practica rutinariamente en este campo del conocimiento, tales como la etiqueta FLAG® (fabricante: Eastman Kodak,
Rochester, Nueva York, Estados Unidos de América).

[0143] En lo que constituye una variacion de un ensayo in vitro, la invencion proporciona un método que comprende
los pasos de: (a) poner en contacto un receptor T1IR o dimero de T1R, inmovilizado, con un compuesto socio de unién
candidato; y (b) detectar la unién del compuesto candidato al receptor TIR o dimero de T1R. En una realizacion
alternativa, se inmoviliza el compuesto socio de unién candidato y se detecta la unién al receptor T1R o dimero de T1R.
La inmovilizacion se logra usando cualquiera de los métodos bien conocidos en este campo del conocimiento, incluidas
la unién covalente a un soporte, a una perla o a una resina cromatografica, asi como las interacciones de alta afinidad,
no covalentes, tales como la unién a anticuerpos, o el uso de la unién con estreptavidina-biotina, en la que el compuesto
inmovilizado incluye una fraccion biotina. El soporte puede, por ejemplo, formularse dentro de una “lengua electronica”
(o biosensor) especifica(o) de gato. La deteccion de la union puede lograrse: (i) aplicando un marcador radiactivo al
compuesto no inmovilizado; (ii) aplicando un marcador fluorescente al compuesto no inmovilizado; (iii) usando un
anticuerpo inmunoespecifico del compuesto no inmovilizado; (iv) aplicando un marcador, al compuesto no inmovilizado,
que excite un soporte fluorescente al que se fija el compuesto inmovilizado, asi como otras técnicas bien conocidas y
puestas en practica rutinariamente en la técnica.

[0144] Para identificar compuestos socios de unién de un receptor T1IR o dimero de T1R, se pueden usar ensayos
basados en células. En una realizacion, la invencion proporciona un método que comprende los pasos consistentes en
poner en contacto, con un compuesto socio de uniéon candidato, un receptor T1R o dimero de T1R expresado en la
superficie de una célula, y en detectar la uniéon del compuesto socio de unién candidato al receptor T1R o dimero de
T1R. En algunas realizaciones, la deteccion comprende detectar, en la célula, el evento o eventos fisiologicos
ocasionados por la unién de la molécula.

[0145] Otro aspecto de la presente invencion se encamina a métodos de identificacion de compuestos que se unen al
receptor TIR o dimero de T1R, o a moléculas de acido nucleico que codifican el receptor T1R, y dichos métodos
comprenden poner en contacto un receptor T1R o dimero de T1R, o una molécula de &acido nucleico que codifica dicho
receptor T1R, con un compuesto, y determinar si el compuesto se une al receptor TIR o dimero de T1R, 0 a una
molécula de acido nucleico que codifica dicho receptor T1R. La unién puede determinarse mediante ensayos de union
que son bien conocidos por los expertos en la técnica, incluidos, entre otros posibles, los siguientes: ensayos de
desplazamiento en gel, ensayos de “Western blotting”, ensayos de competicion usando radiomarcadores, clonacion
mediante expresion basada en fagos, cofraccionamiento por cromatografia, coprecipitacion, enlaces cruzados, analisis
de trampa de interacciones/de doble hibrido, analisis “Southwestern”, ELISA y similares, que se describen en, por
ejemplo, CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, 1999, John Wiley & Sons, Nueva York, Estados Unidos
de América. Los compuestos a analizar incluyen (lo que puede incluir compuestos que se sospecha que se unen a un
receptor TIR o dimero de T1R, o a una molécula de acido nucleico que codifica dicho receptor T1R), entre otros
posibles, compuestos de origen extracelular, de origen intracelular, de origen biolégico, o de origen quimico. Los
métodos de la invencion engloban también ligandos que se unen a un marcador, como, por ejemplo, a un radiomarcador
(por ejemplo, 1?51, 35S, 32p, 33p, 3H), a un marcador fluorescente, a un marcador quimioluminiscente, a un marcador
enzimatico, a un marcador inmunogénico. Son moduladores que se encuentran dentro del ambito de la invencién, entre
otros posibles, los siguientes: moléculas no peptidicas tales como miméticos no peptidicos, efectores alostéricos no
peptidicos y péptidos. El polipéptido T1R o dimero de T1R o polinucleétido de T1R empleado en una prueba tal puede
estar libre en una solucion, o acoplado a un soporte solido, o portado en una superficie celular o situado
intracelularmente, o asociado a una porcion de una célula. Los expertos en la técnica pueden, por ejemplo, medir la
formacion de complejos integrados por el receptor T1R, dimero de T1R o polinucleétido de T1R, y el compuesto que se
somete a prueba. Alternativamente, los expertos en la técnica pueden examinar la disminucion en la formacién de
complejos integrados por el receptor T1R, dimero de T1R o polinucleétido de T1R y su sustrato, ocasionada por el
compuesto que se somete a prueba. En algunas realizaciones de la invencion, los sitios de reconocimiento del receptor
T1R, dimero de T1R o polinucleétido de T1R se unen a un sistema de monitorizacion (eléctrico u 6ptico). Un estimulo
quimico adecuado puede unirse al dominio de unién a ligandos del receptor, y cambiar la conformacion del receptor
hasta un grado tal que permita observar, en una lectura, los cambios correspondientes en el sistema electrénico u 6ptico
acoplado (cambios electrénicos u 6pticos). Podria desarrollarse un dispositivo tal, en forma de una “lengua electronica”
especifica de gato, por ejemplo.

[0146] En otra realizacion de la invencion, se emplea analisis y seleccion, de alto rendimiento (HTS, por sus siglas en
inglés), de compuestos que tengan una afinidad de uniéon adecuada por el receptor T1R o dimero de T1R. En resumen,
se sintetizan sobre un sustrato sélido grandes cantidades de diferentes compuestos peptidicos pequefios de prueba.
Los compuestos peptidicos de prueba se ponen en contacto con el receptor TIR o dimero de T1R, y se lavan.
Entonces, el receptor T1R o dimero de T1R unido se detecta mediante métodos bien conocidos en este campo del
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conocimiento. Pueden también revestirse directamente, con polipéptidos purificados de la invencién, placas para uso en
las mencionadas técnicas de analisis y seleccidn de farmacos. Ademas, se pueden usar anticuerpos no neutralizadores
para capturar la proteina e inmovilizarla sobre el soporte solido.

[0147] En general, para los ensayos de union de alto rendimiento (HTS) se puede usar un receptor T1R expresado, en
conjuncién con un ligando, tal como un aminoacido o un carbohidrato. El péptido identificado se merca con un
radiois6topo adecuado, como, por ejemplo, |, H, S o P, mediante métodos que son bien conocidos por los expertos en la
técnica. Alternativamente, se pueden marcar los péptidos, mediante métodos bien conocidos, con un derivado
fluorescente adecuado (Baindur et al., Drug Dev. Res., 1994, 33, 373-398; Rogers, Drug Discovery Today, 1997, 2, 156-
160). El ligando radiactivo unido especificamente al receptor, en preparaciones de membranas elaboradas a partir de la
linea celular que expresa la proteina recombinante, puede detectarse en ensayos HTS de una de diversas maneras
estandar, incluida la filtracion del complejo receptor-ligando a fin de separar el ligando unido del ligando no unido
(Williams, Med. Res. Rev., 1991, 11, 147-184; Sweetnam et al., J. Natural Products, 1993, 56, 441-455). Son métodos
alternativos, entre otros posibles, un ensayo de centelleo por proximidad (SPA, por sus siglas en inglés) o en formato de
placas FlashPlate, en que tal separacién resulta innecesaria (Nakayama, Cur. Opinion Drug Disc. Dev., 1998, 1, 85-91;
Bosse et al., J. Biomolecular Screening, 1998, 3, 285-292.). La unién a ligandos fluorescentes se puede detectar de
diversas maneras, como, entre otras posibles, la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET, por
sus siglas en inglés), el analisis espectrofotofluorimétrico directo de ligando unido, o la polarizaciéon fluorescente
(Rogers, Drug Discovery Today, 1997, 2, 156-160; Hill, Cur. Opinion Drug Disc. Dev., 1998, 1, 92-97).

[0148] Otros ensayos que pueden usarse para identificar los ligandos especificos de un receptor T1IR o dimero de
T1R son, por ejemplo, ensayos en los que se identifican ligandos de la proteina diana midiendo la unién directa de los
ligandos de prueba a la diana, asi como ensayos en los que se identifican ligandos de las proteinas diana mediante
métodos de ultrafiltracion por afinidad con espectroscopia de masas con chorro de iones/métodos HPLC u otros
métodos fisicos y analiticos. Alternativamente, tales interacciones de unién se evalGan indirectamente usando el
“sistema de doble hibrido en levadura” que se describe en Fields et al., Nature, 340:245-246 (1989), y en Fields et al.,
Trends in Genetics, 10:286-292 (1994). El sistema de doble hibrido es un ensayo genético para la deteccion de las
interacciones entre dos proteinas o polipéptidos. Puede usarse para identificar proteinas que se unen a una proteina de
interés conocida, o para delinear dominios o residuos cruciales para una interaccion. Se han desarrollado variaciones de
esta metodologia para clonar genes que codifican proteinas que se unen a ADN, para identificar péptidos que se unen a
una proteina, y para el analisis y selecciéon de farmacos. El sistema de doble hibrido explota la capacidad de una pareja
de proteinas interactuantes para poner un dominio de activacién de la transcripcion en la estrecha proximidad de un
dominio de unién a ADN, que se une a una secuencia de activacion situada en una ubicacion anterior (secuencia UAS,
por sus siglas en inglés) de un gen informador y, generalmente, se pone en practica en levaduras. Para llevar a cabo el
ensayo es necesario construir dos genes hibridos que codifican: (1) un dominio de unién a ADN que se fusiona con una
primera proteina; y (2) un dominio de activacién que se fusiona con una segunda proteina. EI dominio de unién a ADN
dirige la primera proteina hibrida hacia la secuencia UAS del gen informador; sin embargo, puesto que la mayoria de las
proteinas carecen de un dominio de activacion, dicha proteina hibrida de unién a ADN no activa la transcripcion del gen
informador. La segunda proteina hibrida, que contiene el dominio de activaciéon, no puede activar por si sola la
expresion del gen informador, dado que no se une a la secuencia UAS. No obstante, cuando estan presentes ambas
proteinas hibridas, la interaccién no covalente de la primera proteina y la segunda proteina vincula el dominio de
activacion a la secuencia UAS, con lo que se activa la transcripcion del gen informador. Por ejemplo, cuando la primera
proteina es un receptor, o un fragmento de receptor, que se sabe que interacciona con otra proteina o acido nucleico,
este ensayo puede usarse para detectar agentes que interfieren con la interaccion de union. La expresion del gen
informador se monitoriza conforme se afiaden diferentes agentes de prueba al sistema. La presencia de un agente
inhibidor provoca la ausencia de una sefial informadora.

[0149] También puede usarse el ensayo de doble hibrido en levadura a fin de identificar proteinas que se unen al
producto génico. En un ensayo para identificar proteinas que se unen a un receptor T1R o fragmento del mismo, puede
usarse un polinucleétido de fusién que codifica tanto un receptor T1R (o fragmento del mismo) como un dominio de
unién a secuencia UAS (es decir, una primera proteina). En el ensayo se producen y seleccionan, ademas, una gran
cantidad de genes hibridos, cada uno de los cuales codifica una segunda proteina diferente, fusionada con un dominio
de activacion. Habitualmente, la segunda proteina es codificada por uno o mas miembros de una biblioteca de fusion de
ADNC total o de ADN gendmico total, y la region codificadora de cada segunda proteina se fusiona con el dominio de
activacion. Este sistema es aplicable a una amplia diversidad de proteinas, y no es necesario conocer la identidad y o la
funcién de la segunda proteina de unién. El sistema es muy sensible y puede detectar las interacciones no reveladas
por otros métodos; incluso las interacciones transitorias pueden desencadenar la transcripcion, produciendo un ARNm
estable que se puede traducir repetidamente a fin de producir la proteina informadora.

[0150] Para buscar agentes que se unan a la proteina diana pueden usarse otros ensayos. Uno de tales métodos de
andlisis para la identificacion de la union directa de ligandos de prueba a una proteina diana se describe en la patente
estadounidense N° 5585277. Dicho método se basa en el principio de que, en general, las proteinas existen en forma de
una mezcla de estados plegados y no plegados, alternando continuamente entre ambos estados. Cuando un ligando de
prueba se une a la forma plegada de una proteina diana (es decir, cuando el ligando de prueba es un ligando de la
proteina diana), la molécula de proteina diana fijada por el ligando permanece en su estado plegado. Asi, la proteina
diana plegada esta presente en un mayor grado en presencia de un ligando de prueba que se une a la proteina diana,
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gue en ausencia de un ligando. La unién del ligando a la proteina diana puede determinarse mediante cualquier método
que distinga entre los estados plegado y no plegado de la proteina diana. No es necesario conocer la funcién de la
proteina para poder llevar a cabo este ensayo. Mediante este método puede evaluarse como ligando de prueba
practicamente cualquier agente; por ejemplo, entre otros posibles: metales, polipéptidos, proteinas, lipidos,
polisacaridos, polinucleétidos y pequefias moléculas orgéanicas.

[0151] Otro método para la identificacién de los ligandos de una proteina diana se describe en Wieboldt et al., Anal.
Chem., 69:1683-1691 (1997). En esta técnica se analizan las bibliotecas combinatorias de 20-30 agentes a la vez, en
fase de solucién, en cuanto a union a la proteina diana. Los agentes que se unen a la proteina diana se separan de los
demas componentes de las bibliotecas mediante simple lavado de membranas. Las moléculas seleccionadas
especificamente que son retenidas en el filtro son subsiguientemente liberadas de la proteina diana y analizadas
mediante HPLC y espectroscopia de masas con ionizacion por electroespray (chorro de iones) asistido por nebulizacion
neumatica. Este procedimiento selecciona los componentes de las bibliotecas que tienen la mayor afinidad por la
proteina diana, y es particularmente (til para las bibliotecas de pequefias moléculas.

[0152] Otras realizaciones de la invencion comprenden el uso de ensayos de seleccion competitiva en los que
anticuerpos neutralizadores capaces de unirse a un polipéptido de la invencion compiten de manera especifica con un
compuesto de prueba por unirse al polipéptido. De ese modo, los anticuerpos pueden usarse para detectar la presencia
de cualquier péptido que comparta uno o mas determinantes antigénicos con el receptor T1R. Se describen estudios de
unién competitiva en los que se emplean radiomarcadores en A.H. Lin et al., Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
1997, 41(10): 2127-2131.

[0153] Otro aspecto de la presente invencion se refiere a métodos para la identificacion de compuestos que modulan
(es decir, aumentan o reducen) la actividad del receptor T1R o dimero de T1R, y dichos métodos comprenden poner en
contacto un receptor T1R o dimero de T1R con un compuesto y determinar si el compuesto modifica la actividad del
receptor TIR o dimero de T1R. La actividad en presencia del compuesto de prueba se compara con la actividad en
ausencia del compuesto de prueba. Si la actividad de la muestra en la que esta contenido el compuesto de prueba es
mayor que la actividad en la muestra que carece del compuesto de prueba, entonces el compuesto es un agonista. De
modo similar, si la actividad de la muestra en la que esta contenido el compuesto de prueba es menor que la actividad
en la muestra que carece del compuesto de prueba, entonces el compuesto es un antagonista.

[0154] También pueden identificarse agentes que modulan (es decir, aumentan, reducen o bloquean) la actividad o la
expresion del receptor TIR o dimero de T1R, por ejemplo, mediante incubacién de un modulador putativo con una
célula que contenga un polipéptido T1R, dimero de T1R o polinucleétido de T1R, y determinacion del efecto del
modulador putativo sobre la actividad o la expresion del receptor T1R. La selectividad de un compuesto que modula la
actividad del receptor T1R o dimero de T1R puede evaluarse mediante comparacion de los efectos de dicho compuesto
sobre el receptor T1R o dimero de T1R o de su efecto sobre otros receptores T1R o dimeros de T1R. Son moduladores
selectivos, por ejemplo, los siguientes: anticuerpos y otras proteinas, péptidos o moléculas organicas que se unan
especificamente a un polipéptido T1IR o a un acido nucleico que codifique un receptor T1R. Los moduladores de la
actividad del receptor T1R seran terapéuticamente Utiles en el tratamiento de las enfermedades y trastornos fisioldgicos
en que esta implicada la actividad normal o aberrante del receptor T1R. Los compuestos identificados como compuestos
moduladores de la actividad del receptor T1R pueden someterse a prueba adicionalmente en otros ensayos como, entre
otros posibles, modelos in vivo, a fin de confirmar o cuantificar su actividad.

[0155] La invencion proporciona también métodos para identificar un modulador del receptor T1R, de la siguiente
manera: (a) poner en contacto un socio de union del receptor T1R (o dimero de T1R) y una composicion que comprende
un receptor T1R, en presencia y en ausencia de un compuesto modulador putativo; (b) detectar la unién entre el socio
de union y el receptor T1R; y (c) identificar un compuesto modulador putativo o compuesto modulador en virtud de la
unién reducida o aumentada entre el socio de unién y el receptor TIR en presencia del modulador putativo, en
comparacién con la unién en ausencia del modulador putativo. Los compuestos identificados como moduladores de la
union entre el receptor T1R y un socio de union del T1R pueden someterse a prueba adicionalmente en otros ensayos
como, entre otros posibles, modelos in vivo, a fin de confirmar o cuantificar su actividad.

[0156] En el ambito de la invencion estan incluidos, asimismo, ensayos de analisis/seleccion de alto rendimiento
(HTS) con los que identificar compuestos que interaccionan con, aumentan, o inhiben, la actividad biolégica (es decir,
que afectan a la actividad enzimatica, a la actividad de unién, etc.) de un receptor T1R o dimero de T1R. Los ensayos
HTS permiten el analisis/seleccién de altos nimeros de compuestos, de una manera eficiente. Se contemplan sistemas
HTS basados en células, para la investigacion de la interaccion receptor T1R-ligando. Los ensayos HTS se disefian
para identificar “coincidencias” o compuestos “lead” (compuestos lider) que tengan la propiedad deseada vy, a partir de
ellas/ellos, se pueden disefiar modificaciones que mejoren la propiedad deseada. A menudo, la modificacion quimica de
la “coincidencia” o del “compuesto lead” se basa en una relacion estructura/actividad identificable entre la “coincidencia”
y el polipéptido T1R.

[0157] Por ejemplo, resulta posible identificar moduladores de la actividad del receptor T1IR expresando el receptor

T1R en una linea de células de mamifero cultivada heteréloga, como, por ejemplo, células HEK, y detectando la
actividad del receptor, en presencia y en ausencia de un compuesto de prueba, mediante la monitorizacion de los
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cambios en cuanto al calcio intracelular usando un tinte intracelular especifico de calcio. En otra realizacion, este
proceso puede automatizarse usando un dispositivo de analisis de alto rendimiento (HTS).

[0158] Los moduladores candidatos contemplados por la invencién pueden ser, entre otros posibles, compuestos
seleccionados de bibliotecas de activadores potenciales o de inhibidores potenciales. Existe una serie de diferentes
bibliotecas que se usan para la identificacion de moduladores tipo pequefia molécula; por ejemplo, las siguientes: (1)
bibliotecas de sustancias/compuestos quimicos, (2) bibliotecas de productos naturales, y (3) bibliotecas combinatorias
gue comprenden péptidos, oligonucleétidos, o moléculas organicas, al azar. Las bibliotecas de sustancias/compuestos
quimicos consisten en estructuras quimicas al azar; algunas de dichas estructuras quimicas son analogos de
compuestos conocidos o analogos de compuestos que han sido identificados como “coincidencias” o compuestos “lead”
en otros ensayos realizados para el descubrimiento de farmacos; algunas de dichas estructuras quimicas se derivan de
productos naturales; y algunas de dichas estructuras quimicas se obtienen mediante quimica organica de sintesis, no
dirigida. Las bibliotecas de productos naturales son colecciones de microorganismos, animales, plantas u organismos
marinos que se usan para crear mezclas para andlisis/seleccion, mediante: (1) fermentacion y extraccion de caldos a
partir de suelos, plantas o microorganismos marinos, o (2) extraccion de plantas o microorganismos marinos. Las
bibliotecas de productos naturales incluyen polikétidos, péptidos no ribosémicos, y variantes (que no se dan en la
naturaleza) de los mismos. Para consultas al respecto, véase Science 282:63-68 (1998). Las bibliotecas combinatorias
estan compuestas de altos numeros de péptidos, oligonucledtidos o compuestos organicos en forma de mezcla. Dichas
bibliotecas son relativamente faciles de preparar mediante métodos de sintesis automatizados tradicionales, PCR,
clonacion, o métodos de sintesis patentados. De particular interés son las bibliotecas combinatorias integradas por
compuestos que no son péptidos. Otras bibliotecas de interés son, entre otras, las bibliotecas de péptidos, de proteinas,
de peptidomiméticos, de colecciones sintéticas multiparalelas, las bibliotecas compuestos recombinantes, y las
bibliotecas de polipéptidos. Para consultas sobre la quimica combinatoria y las bibliotecas creadas mediante de la
misma, véase Myers, Curr. Opin. Biotechnol. 8:701-707 (1997). La identificacion de moduladores mediante el uso de las
diversas bibliotecas que aqui se describen permite modificar la “coincidencia” (0 compuesto “lead”) candidato a fin de
optimizar la capacidad de la “coincidencia” para modular la actividad.

[0159] Los socios de unién del receptor T1R que estimulan la actividad del receptor T1R son Utiles como agonistas en
los estados patologicos o trastornos caracterizados por una sefializacion insuficiente del receptor T1R (por ejemplo, a
consecuencia de una insuficiente actividad de un ligando del receptor T1R). Los socios de unién del receptor T1R que
bloquean la sefializacion del receptor T1IR mediada por ligandos son Utiles como antagonistas del receptor T1R para el
tratamiento de estados patolégicos o trastornos caracterizados por una sefializaciéon excesiva del receptor T1R. Asi, las
enfermedades o estados andmalos pueden tratarse mediante administracion, a un paciente que necesita un tratamiento
tal, de una sustancia que modula la actividad o la expresion de un polipéptido que tenga una secuencia de la
SEC N° ID:2, o que muestra esencialmente la misma actividad biolégica que un polipéptido que tenga una secuencia de
la SEC N° ID:2, o dimeros del mismo.

[0160] Ademas, los moduladores del T1R receptor en general, asi como los polinucleétidos que codifican el receptor
T1R y los polipéptidos T1R, son Utiles en ensayos diagnosticos para tales enfermedades o estados patologicos.

[0161] Los polinucledtidos de T1R de la invencién pueden utilizarse, también, para identificar compuestos por los que
un organismo que tenga el receptor muestre una preferencia gustativa o una indiferencia gustativa, usando ensayos de
sefializacién celular conocidos en este campo del conocimiento. En tales ensayos, se incorpora a un vector de
expresion el polinucledtido que codifica un receptor T1R, y se transfecta dicho vector en una célula host. La expresion
del T1IR puede ser inducible o constitutiva. Se ponen en contacto las células host que expresan el receptor T1IR con
compuestos candidatos, y se estudia mediante ensayos el efecto de cada compuesto sobre las células. La estimulacion
de una respuesta es indicativa de la reactividad con el compuesto de prueba, y esta correlacionada con los compuestos
asociados con una preferencia gustativa. Son ensayos que se pueden usar para evaluar la estimulacion del receptor
T1R, entre otros posibles, los siguientes: ensayos en los que se mide la conductancia ionica, flujo iénico, “imagen de
calcio” (por ejemplo, mediante Fura-2, actividad medida mediante dextrano verde, o actividad medida mediante
acuorina), medicion del voltaje y/o andlisis de imagenes del voltaje mediante tintes, expresion de genes informadores
(por ejemplo, luciferasa, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, beta-lactamasa, proteina de union fluorescente),
ensayos de union al receptor, medicion de segundos mensajeros (como, por ejemplo, IP3, AMPc), ensayos basados en
activacion de la proteina G (por ejemplo, modulacién de la union a GTP-gamma-S), mediciones de la fosforilacion del
receptor, y similares. En algunas realizaciones, el analisis de la estimulacion de los receptores T1R y dimeros de
receptores T1R puede determinarse usando un ensayo FLIPR®, de la manera descrita por la empresa fabricante
(Molecular Devices, Corp.).

[0162] El andlisis y seleccién de células tratadas con tintes y reactivos fluorescentes es bien conocido en la técnica.
La ingenieria genética de las células para producir proteinas fluorescentes, como, por ejemplo, proteina fluorescente
verde modificada (GFP, por sus siglas en inglés), como molécula informadora, es también bien conocida en la técnica.
Los reactivos basados en fluorescencia son Utiles para el ensayo de muchas funciones celulares, incluidas las
concentraciones ionicas, el potencial de membrana, las translocaciones especificas, las actividades enzimaticas, la
expresion génica, asi como la presencia, las cantidades y los patrones de metabolitos, proteinas, lipidos, carbohidratos,
y secuencias de acidos nucleicos.
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[0163] Para identificar antagonistas de los T1R pueden usarse también ensayos de sefalizacién conocidos en este
campo del conocimiento. Se ha demostrado que la expresién de receptores unidos a proteina G a muy alta
concentracion en un sistema heterélogo conduce a sefalizacion celular constitutiva. Como ejemplo, en modo alguno
limitador, el receptor T1IR puede sobreexpresarse en células de Spodoptera frugiperda (Sf9). Alternativamente, por
ejemplo, T1R puede unirse operativamente a un promotor del CMV y expresarse en células COS o HEK293. En el
estado constitutivo activado, pueden be ensayarse compuestos en cuanto a su capacidad de inhibir la actividad de
sefializacién celular constitutiva. Son ensayos adecuados, entre otros posibles, los siguientes: ensayos en los que se
mide la conductancia ionica, flujo idnico, “imagen de calcio” (por ejemplo, mediante Fura-2, actividad medida mediante
dextrano verde, o actividad medida mediante acuorina), medicion del voltaje y/o analisis de imagenes del voltaje
mediante tintes, expresion de genes informadores (por ejemplo, luciferasa, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, beta-
lactamasa, proteina de union fluorescente), ensayos de union al receptor, medicion de segundos mensajeros (como, por
ejemplo, IP3, AMPc), ensayos basados en activacion de la proteina G (por ejemplo, modulaciéon de la union a GTP-
gamma-S), mediciones de la fosforilacion del receptor y similares.

Distribucion tisular

[0164] Los expertos en la técnica pueden determinar si un receptor T1R se expresa en tejidos que no sean los tejidos
de los botones gustativos, mediante experimentacion rutinaria en la que se sigan las pautas aqui proporcionadas.
Especificamente, se puede detectar ARN de T1R usando las técnicas “Northern blotting” o reacciéon en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR, por sus siglas en inglés), y otros métodos conocidos en este campo del
conocimiento. Se pueden encontrar protocolos y procedimientos para tales ensayos, por ejemplo, en Ausubel et al.,
CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, New York, Estados Unidos de América,
1998; Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2D ED., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Plainview, New York, Estados Unidos de América, 1989.

[0165] También se puede detectar proteinas T1R usando anticuerpos especificos y sondeando cortes de tejido. Como
ejemplo, en modo alguno limitador, se pueden obtener cortes incluidos en parafina de tejidos de interés (de ser humano
o de otras especies), 0 usar tejido fresco. Los cortes de tejido pueden tratarse con H20:2 al 0,3%, en metanol, durante 30
minutos, para eliminar la actividad de la peroxidasa enddgena. Después, los tejidos pueden incubarse en anticuerpo
anti-T1R (o un antisuero generado contra el T1R) a 4 °C durante un periodo de horas a dias. Después, los tejidos
pueden tratarse con un anticuerpo secundario que se una especificamente al anticuerpo primario (por ejemplo, un suero
heterélogo generado contra la inmunoglobulina de la especie primaria). Se puede conjugar el anticuerpo secundario con
biotina, por ejemplo. Los cortes de tejido se incuban adicionalmente, a temperatura ambiente, con estreptavidina
conjugada con peroxidasa. Después de cada paso, los cortes de tejido se enjuagan en solucién salina tamponada con
fosfatos (pH 7,2, 0,01 M) que contiene Tween 20 al 0,05%. Los productos de inmunorreaccion pueden visualizarse
mediante reaccion con diaminobenzidina (DAB) 0,0125% y con H20:2 al 0,002% en tampén Tris-HCI 0,05 M (pH 7,6). Se
realiza contratincion de los cortes con hematoxilina, y se observan con un microscopio optico. Se pueden usar otros
ensayos basados en anticuerpos a fin de examinar la expresion del T1IR en los tejidos. Hay diversos protocolos
conocidos en este campo del conocimiento; pueden encontrarse descripciones de los mismos, por ejemplo, en Harlow
et al., (Eds.), ANTIBODIES A LABORATORY MANUAL,; Cold Spring Harbor Laboratory; Cold Spring Harbor, Nueva
York, Estados Unidos de América (1988).

[0166] De la presencia del receptor T1R en tejidos que no son los de los botones gustativos parece desprenderse que
los receptores T1R pueden desempefiar otra funciéon ademas de la funcién de percepcion gustativa.

[0167] Un miembro de la familia de los receptores T1R puede modularse mediante la modulacion de la expresion de
otro receptor de la familia T1R. Por ejemplo, el gen Taslr puede expresarse de manera tal que un nivel aumentado de
ARN correspondiente a dicho Taslr ocasione una inhibicién (concretamente, una inhibicién por retroalimentacion) de la
expresion de al menos uno de los siguientes receptores: T1R1, TIR2, T1R3. El gen Taslr puede expresarse de manera
tal que un nivel aumentado de ARN correspondiente a T1R ocasione un aumento en la expresién de al menos uno de
los siguientes receptores: T1R1, T1R2, T1R3. El gen Taslr puede reprimirse, de manera tal que un nivel reducido de
ARN correspondiente a Taslr ocasione un aumento en la expresiéon de al menos uno de los siguientes receptores:
T1R1, T1R2, T1R3. El gen Taslr puede reprimirse, de manera tal que un nivel reducido de ARN correspondiente a
Taslr ocasione una reduccién concomitante en la expresion de al menos uno de los siguientes receptores: T1R1, T1R2,
T1R3. La modulaciéon génica puede ser especifica de tejido o de especie. Asi, la expresion de Taslr puede regularse
usando los vectores de expresion de la invenciéon usando promotores inducibles y promotores especificos de tejido, por
ejemplo. Alternativamente, la expresién de Taslr puede reprimirse en células que produzcan T1R, usando ARN
antisense y otras estrategias inhibidoras que se describen en la presente invencién, y conocidas en el estado de la
técnica. La modulacién de la familia de receptores T1R en pacientes pueden resultar Gtil para modificar el metabolismo,
la ingesta de nutrientes, la funcion neural, y para tratar trastornos asociados a un nivel anormalmente bajo o alto de
expresion del T1R en las células.

Miméticos

[0168] Los miméticos o mimicos de los compuestos identificados en la presente invencion (compuestos estéricamente
similares formulados para imitar a las porciones clave de la estructura) pueden disefiarse para uso farmacéutico. Los

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2625342 T3

miméticos pueden usarse de la misma manera que los compuestos identificados por la presente invencion que modulan
el receptor T1R vy, por ello, son también equivalentes funcionales. La generacion de un equivalente estructural-funcional
puede lograrse mediante las técnicas de modelado y de disefio quimico conocidas por los expertos en la técnica. Se
entenderd que todos los constructos estéricamente similares tales se encuentran dentro del ambito de la presente
invencion.

[0169] El disefio de miméticos de un compuesto farmacéuticamente activo conocido es un enfoque conocido para el
desarrollo de farmacos basados en un compuesto “lead”. Dicho enfoque es deseable en casos en los que, por ejemplo,
el compuesto activo es dificil o caro de sintetizar o no es adecuado para un método de administracion concreto (por
ejemplo, algunos péptidos pueden no ser agentes activos adecuados para las composiciones orales, dado que tienden a
ser degradados rapidamente por las proteasas presentes en el tubo digestivo).

[0170] Hay varios pasos que se suelen llevar a cabo en el disefio de un mimético. Primero, se determinan las partes
concretas del compuesto que son cruciales y/o importantes para la determinacion de sus propiedades de modulacion
del T1R. En el caso de un polipéptido, eso puede hacerse mediante la variacion sistematica de los residuos aminoacido
del péptido; por ejemplo, mediante sustitucion de un residuo cada vez. Para refinar tales motivos péptido, se suelen usar
barridos de alanina de péptidos.

[0171] Una vez identificada la region activa del compuesto, se modela su estructura con arreglo a sus propiedades
fisicas (por ejemplo, estereoquimica, unién/uniones, tamafio, y/o carga), usando datos obtenidos de una diversidad de
fuentes, como, por ejemplo, entre otras posibles: técnicas espectroscopicas, datos de difraccion de rayos X, y RMN. En
este proceso de modelado se pueden usar analisis computacionales, mapeado de la similitud (que modela la carga y/o
el volumen de la region activa, en vez de las uniones entre &tomos) y otras técnicas conocidas por los expertos en la
técnica.

[0172] En una variante de este enfoque, se modelan la estructura tridimensional del compuesto que modula un
receptor T1R y la region activa del receptor T1R. Ello puede ser especialmente Util cuando uno de dichos compuestos, o
ambos compuestos, cambian de conformacion al unirse. El conocimiento de la estructura del dominio de unién a
ligandos (por ejemplo, los residuos 1-571 de la SEC N° ID:2) del receptor posibilita, ademas, el disefio de moduladores
ylo ligandos de alta potencia.

[0173] Después, se selecciona una molécula plantilla en la que se pueden injertar grupos quimicos que imitan al
modulador de T1R. La molécula plantilla y los grupos quimicos injertados en la misma pueden seleccionarse
adecuadamente de manera que el mimético sea facil de sintetizar, sea farmacolégicamente aceptable, no se degrade in
vivo, y, de manera que, a la vez, retenga la actividad biolégica del compuesto “lead”. Alternativamente, si el mimético es
un compuesto tipo péptido, puede lograrse una mayor estabilidad ciclando el péptido, lo que aumenta su rigidez.
Después, el mimético o miméticos hallados mediante este enfoque pueden analizarse mediante los métodos de la
presente invencion, para comprobar si tienen capacidad para modular el receptor T1R. Tras dicha comprobacion, se
puede efectuar una mayor optimizacion o modificacion, a fin de obtener uno 0 mas miméticos finales para las pruebas in
vivo o clinicas.

Composiciones de los compuestos fijadores y/o moduladores

[0174] Tras la identificacion de un compuesto que se une a y/o modula un receptor T1R, el compuesto puede
fabricarse y/o usarse en la preparacién de composiciones tales como, entre otras posibles, alimentos, bebidas, y
composiciones farmacéuticas. Las composiciones se proporcionan o administran a pacientes tales como, entre otros
posibles, los siguientes: aviares, felinos, caninos, bovinos, ovinos, porcinos, equinos, roedores, simios y seres humanos.

[0175] Tales composiciones pueden usarse para el tratamiento (incluido el tratamiento profilactico) de un trastorno
asociado al receptor T1R (por ejemplo, obesidad, diabetes); o podrian usarse en la fabricacién de una composicion para
administracion a un paciente; tales composiciones pueden elaborarse mezclando un compuesto tal con un excipiente,
vehiculo o transportador farmacéuticamente aceptable, y opcionalmente, con otros ingredientes.

[0176] Algunas composiciones de la invencion pueden comprenden una “cantidad modificadora del sabor”, de al
menos uno o mas compuestos fijadores o moduladores. Una “cantidad modificadora del sabor” es una cantidad
suficiente para aumentar o reducir la percepcion de un estimulo gustativo por un mamifero dado. Las composiciones
tipo alimento y tipo bebida pueden formularse mediante adicion de un compuesto fijador o modulador a un alimento o
bebida del mamifero. Tales composiciones pueden ser de tipo individualizado, o bien, especificas de raza. Por ejemplo,
asi, se pueden hacer méas apetecibles las dietas especiales veterinarias para felinos.

[0177] Las composiciones farmacéuticas de la invencion comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto identificado conforme a los métodos que se describen en el presente, o de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, y un transportador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

[0178] Los compuestos identificados conforme a los métodos de la invencién pueden formularse como formas neutras
0 sales. Son sales farmacéuticamente aceptables, entre otras posibles, las formadas con grupos amino libres tales
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como los derivados de los acidos clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico, etc., y las formadas con grupos
carboxilo libres tales como los derivados de los hidroxidos sédico, potasico, aménico, calcico, férrico, e isopropilamina,
trietilamina, 2-etilamino-etanol, histidina, procaina, etc.

[0179] Son transportadores farmacéuticamente aceptables, entre otros posibles, los siguientes: solucién salina,
solucién salina tamponada, dextrosa, agua, glicerol, etanol, y combinaciones de lo antedicho. El transportador y la
composicion pueden ser estériles. La formulacion debe adecuarse al modo de administracion.

[0180] Si se desea, la composicion puede también contener pequefias cantidades de agentes humectantes, agentes
emulsionantes o agentes tamponadores del pH. La composicién puede ser una solucion liquida, una suspensién, una
emulsion, un comprimido, una pildora, una céapsula, una formulacién de liberacién sostenida o un polvo. La composicion
puede formularse como supositorio, con aglutinantes y transportadores tradicionales, como, por ejemplo, triglicéridos.
Las formulaciones orales pueden comprender transportadores estandar, tales como variedades con calidad
farmacéutica de manitol, lactosa, almidén, estearato magnésico, sacarina sédica, celulosa, carbonato magnésico, etc.

[0181] Las composiciones farmacéuticas pueden comprender, ademas, un compuesto secundario para el tratamiento
de un trastorno no relacionado con el receptor T1R; por ejemplo, un antibiético u otro agente terapéutico, a fin de
mejorar la palatabilidad de la composicién farmacéutica, con lo que se aumenta la facilidad de administracion.

[0182] La composicién puede formularse, de conformidad con los procedimientos rutinarios, como composicion
farmacéutica adaptada para administracion oral (por ejemplo, comprimidos, granulos, jarabes) o no oral (por ejemplo,
pomadas, inyecciones) al sujeto. Se conocen y pueden usar diversos sistemas de administracion para administrar un
compuesto que modula un receptor T1R; por ejemplo, encapsulamiento en liposomas, microparticulas, microcapsulas,
expresion por células recombinantes, endocitosis mediada por receptores, construccion de un acido nucleico terapéutico
como parte de un vector retrovirico u otro tipo de vector, etc. Son métodos de introduccion, entre otros posibles, los
siguientes: vias intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal, topica y oral.

[0183] Los compuestos identificados mediante los métodos de la invenciéon pueden administrarse por cualquier via
conveniente, por ejemplo, mediante infusion, mediante inyeccion de bolo, mediante absorcién a través de los
revestimientos epiteliales o mucocutaneos (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.); pueden
administrarse junto con otros agentes biolégicamente activos, como, por ejemplo, en una terapia HAART (siglas, en
inglés, de terapia antirretrovirica altamente activa). La administracion puede ser sistémica o local. Ademas, puede ser
deseable introducir las composiciones farmacéuticas de la invencion en el sistema nervioso central por cualquier via
adecuada, como, por ejemplo, mediante inyeccion intraventricular e intratecal; la inyeccion intraventricular puede
facilitarse mediante un catéter intraventricular: por ejemplo, acoplado a un depésito, como, por ejemplo, un depdsito de
Ommaya.

[0184] Puede ser deseable administrar las composiciones farmacéuticas localmente, en la zona que precisa
tratamiento; ello puede lograrse mediante, por ejemplo, entre otras posibilidades, las siguientes: infusién local durante
una intervencién quirdrgica; aplicacion tépica, por ejemplo, en conjuncion con un vendaje adecuado tras una
intervencion quirdrgica; mediante inyeccion; mediante un catéter, mediante un supositorio; o mediante un implante,
siendo dicho implante de un material poroso, no poroso, o gelatinoso, lo que incluye membranas, como, por ejemplo,
membranas Silastic® o fibras.

[0185] La composicion puede administrarse en una forma de administracion unitaria, y puede prepararse mediante
cualquiera de los métodos bien conocidos en el campo farmacéutico, como, por ejemplo, los que se describen en
REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Publishing Co., Easton, Pensilvania, Estados Unidos de
Ameérica). La cantidad del compuesto de la invencion que modula el receptor T1R, que es eficaz en el tratamiento de un
trastorno o estado patoldgico concreto, dependera de factores como los siguientes, entre otros posibles: caracteristicas
quimicas de los compuestos empleados, via de administracién, edad, peso corporal y sintomas de un paciente,
naturaleza del trastorno o estado patoldgico; dicha cantidad puede determinarse mediante técnicas clinicas estandar.
Habitualmente, la terapia se inicia con niveles bajos del compuesto y se incrementa hasta que se logra el efecto
terapéutico deseado. Ademas, pueden emplearse, opcionalmente, ensayos in vitro que ayuden a identificar los
intervalos de dosificacién o6ptimos. Preferiblemente, los intervalos de dosificacion adecuados para administracion
intravenosa son, por lo general, de aproximadamente 20-500 microgramos de compuesto activo por kilogramo de peso
corporal. Preferiblemente, los intervalos de dosificacion adecuados para administracion intranasal son, por lo general, de
aproximadamente 0,01 pg/kg de peso corporal a 1 mg/kg de peso corporal. Preferiblemente, los supositorios contienen,
por lo general, ingrediente activo en el intervalo del 0,5% al 10% en peso; preferiblemente, las formulaciones orales
pueden contener de un 10% a un 95% de ingrediente activo. Las dosis eficaces se pueden extrapolar a partir de curvas
dosis-respuesta derivadas de sistemas de ensayo in vitro o basados en modelos animales.

[0186] Habitualmente, las composiciones para administracion intravenosa son soluciones en tampdn acuoso isotonico
estéril. Si es necesario, la composicién puede también incluir un agente solubilizante y un anestésico local, como, por
ejemplo, lidocaina, para aliviar el dolor en el lugar de inyeccién. En general, los ingredientes se suministran por
separado, 0 mezclados, en una forma de administracion unitaria, como, por ejemplo, un polvo liofilizado, o un
concentrado sin agua, dentro de un recipiente herméticamente cerrado tal como una ampolla o un sobre de dosis, y en
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dicho recipiente se indica la cantidad de agente activo. Si la composicién se ha de administrar mediante infusion, puede
dispensarse con un frasco de infusidon que contiene agua o solucidn salina, de calidad farmacéutica, estéril.

[0187] Si la composicion se administra mediante inyeccién, se puede proporcionar una ampolla de agua o solucion
salina estéril para inyeccion, de manera que se pueden mezclar los ingredientes antes de la administracion.

Kits

[0193] Un kit de la invencion comprende un medio transportador compartimentalizado para recibir, en un espacio
cerrado, uno o0 mas medios contenedores tales como viales, tubos y similares, y cada uno de los medios contenedores
comprende un elemento que se va a usar conforme a los métodos de la invencién. Por ejemplo, uno de los medios
contenedores puede comprender un polinucleétido que codifica un receptor T1R de la invencién, un receptor T1R de la
invencion o un anticuerpo contra los mismos. El kit puede tener también uno o mas e componentes de kit
convencionales, incluidos, entre otros posibles, los siguientes: instrucciones, tubos de ensayo, tubos Eppendorf™,
etiquetas, reactivos Utiles para la cuantificacion de la expresion de un gen marcador, etc.

[0194] Los siguientes ejemplos estan concebidos como ilustrativos de la presente invencién, y no debe entenderse
que limiten el ambito de la misma en modo alguno.

Clonacion y caracterizacion del receptor T1R3 felino

[0195] EI descubrimiento del receptor gustativo felino T1R3 se llevd a cabo usando una estrategia molecular
denominada “overgo” (Thomas, et al., Genome Res., 12:1277-1285 (2002); Vollrath, D., DNA markers for physical
mapping en GENOME ANALYSIS: A LABORATORY MANUAL, Vol. 4, ed. B. Birren, et al., paginas 187-215, 1999).
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, Estados Unidos de América). Dicha estrategia
comprende el uso de las sondas de ADN mas cortas, de entre los muchos tipos de sondas que se usan en el andlisis de
bibliotecas de cromosomas artificiales bacterianos (BACs, por sus siglas en inglés). Dichas sondas estan compuestas
de dos secuencias de ADN (por ejemplo, 22-6meros) con un solapamiento de 8 bases complementarias. Pueden
disefarse mediante un programa informatico (genome.wustl.edu/tools/?overgo=1) y se sintetizan con facilidad.

[0196] Las sondas “overgo” se diseflaron a partir de regiones conservadas del marcador del cromosoma 1
(“disheveled 1" (DVL1)), y del receptor unido a proteina G (T1R3), mediante alineacién de las secuencias genémicas de
DVL1 y de T1R3 de varias especies. Las secuencias solapadas de las siete sondas “overgo” (del) DVL1 empleadas en
la presente invencién fueron las siguientes:

catOVla ACTTTGAGAACATGAGTAATGACG (SEC N° |D:21)
catOV1b AGTACCCGGACTGCGTCGTCATTA (SEC N° ID:22)
catOV2a CACTAGGGTCATCCTTGCTTTCAG (SEC N° ID:23)
catOV2b AGTCAGGGTGATGGGCCTGAAAGC (SEC N° ID:24)
0v8-OVa ATGTGGTGGACTGGCTGTACCATC (SEC N° ID:25)
0v8-OVb TTGAAGCCCTCCACGTGATGGTAC (SEC N° ID:26)
Ov9a CACACGGTGAACAAGATCACCTTC (SEC N° ID:27)
Ov9b AGTAGCACTGCTCGGAGAAGGTGA (SEC N° |D:28)
Ov10A ATCTACCACATGGACGAGGAGGAG (SEC N° |D:29)
Ov10b TGACCAGGTACGGCGTCTCCTCCT (SEC N° ID:30)
Ovlla AGCGCGTCACGCTGGCCGACTTCA (SEC N° ID:31)
Ov1lb TTGCTGAGCACGTTCTTGAAGTCG (SEC N° ID:32)
Ovl2a CACGCCTACAAATTCTTCTTTAAG (SEC N° |D:33)
Ov12b AGTCCTGGTCCATGGACTTAAAGA. (SEC N° |D:34).

Las secuencias solapadas de las doce sondas “overgo” del TIR3 empleadas en la presente invencion fueron las
siguientes:

tlr3-OVl1a CTTCCACTCCTGCTGCTACGACTG (SEC N° ID:35)
t1r3-OV1b TGCCTCGCAGTCCACGCAGTCGTA (SEC N° ID:36)

t1r3-OV2a AGGTGCGCCGCGTCAAGGGCTTCC (SEC N° ID:37)
t1r3-OV2b TCGTAGCAGCAGGAGTGGAAGCCC (SEC N° D:38)

t1r3-OV3a GTTCCTGGCATGGGGGGAGCCGGC  (SEC N°1D:39)
t1r3-OV3b GAGCAGCACAAGCACAGCCGGCTC (SEC N° 1D:40)
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t1r3-OV4a ACAGCCCACTAGTTCAGGCCGCAG
t1r3-OV4b CAGGCCCGGGGTCCCCCTGCGGCC

t1r3-OV5a CCCACTGGTTCAGGCCTCGGGGGG
t1r3-OV5b AAAGCAGGCCAGGGGCCCCCCCGA

t1r3-OV6a AGGCGCTGGTGCACTGCCGCACAC
t1r3-OV6b AAGCTGACCCAGGAGCGTGTGCGG

t1r3-OV7a ACAGAGGCACTGGTGCACTGCCGC
t1r3-OV7b TGATCCAGGAGTGCACGCGGCAGT

t1r3-OV8a ACCAATGCCACGCTGGCCTTTCTC
t1r3-OV8b AAGTGCCCAGGAAGCAGAGAAAGG

t1r3-OV9a TGGTACATGCTGCCAATGCCACGC
t1r3-OV9b AAGCAGAGGAAAGCCAGCGTGGCA

t1r3-OV10a TACAACCGTGCCCGTGGCCTCACC
t1r3-OV10b AGGCCAGCATGGCGAAGGTGAGGC

t1r3-OV1la TCATCACCTGGGTCTCCTTTGTGC
t1r3-OV11lb ACATTGGCCAGGAGGGGCACAAAG

(SEC N° ID:41)
(SEC N° ID:42)

(SEC N° ID:43)
(SEC N° ID:44)

(SEC N° ID:45)
(SEC N° ID:46)

(SEC N° ID:47)
(SEC N° ID:48)

(SEC N° ID:49)
(SEC N° ID:50)

(SEC N° ID:51)
(SEC N° ID:52)

(SEC N° ID:53)
(SEC N° ID:54)

(SEC N° ID:55)
(SEC N° ID:56)

t1r3-OV12a TGCAGATGGGTGCCCTCCTGCTCT
t1r3-OV12b AGGATGCCCAGCACACAGAGCAGG.

(SEC N° ID:57)
(SEC N° ID:58)

Las secuencias sobresalientes de una sola cadena se llenaron con dATP y dCTP marcadas con 2P, y las sondas
“overgo” se hibridaron con bibliotecas de BAC.

[0197] Los expertos en el campo del mapeado fisico comparativo consideran que la estrategia “overgo” es mas
versatil que una estrategia basada en PCR, por los siguientes motivos: (1) las sondas “overgo” son cortas (por ejemplo,
36-6meros o 40-6meros), lo que incrementa la probabilidad de una buena alineaciébn en muchas especies; (2) las
sondas “overgo” son mas especificas de los genes diana, en comparacién con las sondas de ADNc y de ADN gendémico
tradicionales usadas en la PCR; y (3) aunque las sondas “overgo” son cortas, no estan tan restringidas como las sondas
de PCR tradicionales (que no son capaces de tolerar siquiera unas pocas discordancias), dado que se pueden emplear
en enfoques de hibridacién con bibliotecas BACs o con otras bibliotecas.

[0198] Analisis/seleccion de una biblioteca de BACs gendmicos felinos. Se emplearon siete sondas “overgo”
DVL1 (de las SEC N° ID:21-34) en el analisis/seleccién de una biblioteca de BACs gendmicos felinos. Se marcaron
radiactivamente las sondas, mediante el método de hexa-nucleétidos al azar (Feinberg & Vogelstein, Analytical
Biochemistry, 132:6-13 (1983)). Para la hibridacién y el lavado de membranas se siguieron los protocolos estandar
(Church & Gilbert, PNAS U.S.A., 81:1991-1995 (1984)). Se identificaron treinta y nueve clones de BACs positivos. Se
secuenciaron varios extremos de BACs. Se identificd, usando herramientas bioinformaticas, un clon (BAC 552J19) que
contenia una secuencia homologa a la del cromosoma 1p36 humano.

[0199] Produccién de una biblioteca “shotgun” (fragmentos al azar) para el BAC 552J19, e identificacion de un

Unico clon que contenia T1R3 felino.  Se prepard, usando el kit “Qiagen Large Construct Kit”, ADN de BAC a partir de
552J19. Después, se digirid el ADN mediante la enzima de restriccion Sau3Al y se subclond el producto resultante en el
vector pPGEM+3Z (fabricante: Promega). Tras adosar los transformantes a una membrana de nylon, se efectuaron dos
hibridaciones por separado usando siete sondas DVL1 y doce sondas T1R3 (de las SEC N° ID:35-58). Se encontraron
dos clones positivos a DVL1 y cuatro clones positivos a T1R3. Dichos clones se confirmaron mediante secuenciacion.
Dado que DVL1 es el gen vecino de T1R3 en los seres humanos y en el ratén, es probable que en el gato se dé el
mismo caso; por lo tanto, los clones positivos a DVL1 confirmaron que BAC 552J19 es el BAC correcto, es decir, que es
el que contiene T1R3 felino.

Clonacion y caracterizacion de los receptores T1R1 y T1R2 felinos

La elucidacion de los receptores T1R1 felino y T1R2 felino se llevdé a cabo usando también una estrategia
“overgo”. Se disefiaron sondas “overgo” a partir de regiones codificadoras conservadas; para ello, se alinearon las
secuencias del T1R1 y del T1R2 de muchas especies diferentes, incluidas, entre otras, las siguientes: ser humano,
raton, rata, vaca, cerdo. Las secuencias sobresalientes de una sola cadena (14 bases) se llenaron con dATP y dCTP
marcadas con %P, y las sondas “overgo” se hibridaron con bibliotecas de BACs. Las secuencias solapadas de las seis
sondas “overgo” de T1R1 felino fueron las siguientes:
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tlrl_1-OVa TAAACAACTCCACGGCCCTGCTGC  (SEC N°ID:65)
tlrl_1-OVb CCCAGGGTGATGTTGGGCAGCAGG (SEC N°ID:66)

tlrl_2-OVa GCTGTGTATGCGGTGGCCCATGGC (SEC N°1D:67)
tlrl_2-OVb CCAGGAGCTGGTGGAGGCCATGGG (SEC N° 1D:68)

tlrl_3-OVa TGCTGACCAACCTGACTGGCAAGG  (SEC N°1D:69)
tlrl_3-OVb TCTGAGGCGACCCACACCTTGCCA  (SEC N°ID:70)

tlrl_4-OVa CCAGTTCAGCTAAACATAAATGAG (SEC N° ID:71)
tlrl_4-OVb GCCACTGGATTTTGGTCTCATTTA (SEC N° ID:72)

tlrl_5-OVa AGCTAACACGCTGCTGCTGCTGCT  (SEC N°ID:73)
tlrl_5-OVb AGCAGTCCCAAGCAGCAGCAGCAG (SEC N°ID:74)

tlrl_6-OVa TGTGTCACCTTCAGCCTGCTCTTC (SEC N° ID:75)
tlrl_6-OVb TCCAGGACACGAAGTTGAAGAGCA. (SEC N°ID:76)

Las secuencias solapadas de las siete sondas “overgo” de T1R2 felino fueron las siguientes:

tlr2_1-OVa TACTTCGGCCCCAAGTGCTACATG (SEC N° ID:77)
t1r2_1-OVb CCGGGTAGAAGAGGATCATGTAGC  (SEC N°ID:78)

tlr2_2-OVa TGGTCACCATCGTGGACCTCTTGG  (SEC N°ID:79)
tlr2_2-OVb AGGTTGAGCACAGTGACCAAGAGG  (SEC N°1D:80)

t1r2_3-OVa ACCAACTACAACGAGGCCAAGTTC (SEC N° ID:81)
t1r2_3-OVb TCATGCTGAGGGTGATGAACTTGG (SEC N° |D:82)

t1r2_4-OVa TCCGAGTCCTGGGCCATCGACCCG  (SEC N°1D:83)
t1r2_4-OVb TGAGGTTGTGCAGGACCGGGTCGA  (SEC N°1D:84)

tlr2_5-OVa TACAACCTCATGCAGGCCATGCGC  (SEC N°1D:85)
tlr2_5-OVb TCTCCTCCACCGCGAAGCGCATGG  (SEC N°1D:86)

t1r2_6-OVa ATCACCATCCAGAGCGTGCCCATC (SEC N° ID:87)
t1r2_6-OVb ACTCACTGAAGCCCGGGATGGGCA  (SEC N°1D:88)

t1r2_7-OVa ACCACCACGTCGAGGCCATGGTGC  (SEC N°1D:89)
tlr2_7-OVb AAGTGCAGCATCAGCTGCACCATG. (SEC N°ID:90)

[0200] Analisis/seleccion de una biblioteca de BACs gendmicos felinos. Se emplearon las sondas “overgo” T1IR1
y T1R2 para analizar/seleccionar una biblioteca de BACs gendmicos felinos. Se marcaron radiactivamente las sondas,
mediante el método de hexa-nucleétidos al azar (Feinberg & Vogelstein, Analytical Biochemistry, 132(1):6-13 (1983)).
Para la hibridacion y el lavado de membranas se siguieron los protocolos estandar (Church & Gilbert, PNAS U.S.A.,
81:1991-1995 (1984)). Se identificaron seis clones de BACs positivos a T1R1 felino y ocho clones de BACs positivos a
T1R2 felino.

[0201] Produccién de bibliotecas “shotgun” (fragmentos al azar) para BACs que contienen T1R1 felinoy TIR2

felino, e identificacién de clones con pequefios insertos que contenian T1R1 felino y T1R2 felino. Para preparar
ADNs de BAC, se emplearon dos BACs (150M6 y 233G22) que contenian T1R1 felino y tres BACs (93C1, 240H9 y
400B1) que contenian T1R2 felino, usando el kit “Qiagen Large Construct Kit”. Los ADNs de BAC se digirieron usando la
enzima Sau3Al, y los fragmentos de ADN de BAC digerido se subclonaron en el vector pGEM+3Z (fabricante:
Promega). Tras adosar los transformantes a una membrana de nylon, se efectuaron dos hibridaciones por separado
usando seis sondas “overgo” T1R1 y siete sondas “overgo” T1R2 agrupadas. Mediante la secuenciacién de los clones
positivos de bibliotecas “shotgun” y mediante el uso de una estrategia de “paseo cromosomico” (estrategia “walking”, en
inglés, o recorrido por los cromosomas), se obtuvieron la regién codificadora completa del T1R1 felino y del exén 3 al
exon 6 del T1R2 felino.

[0202] Elucidacién del exén 1y del exén 2 del  T1R2 felino mediante una estrategia PCR. Dado que el exén 1y el
exon 2 del T1R2 felino no estaban presentes en los tres BACs seleccionados que se acaban de describir, se llevo a
cabo PCR usando cebadores degenerados disefiados a partir de alineaciones de T1R2 de diferentes especies (ser
humano, roedores, y perro), y ADN genomico felino como plantilla.
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Cebadores degenerados correspondientes al exén 1y al
exon 2 del T1R2 felino:

Tamafo de los
productos de PCR

Dex1fl: 5 TCRGACTTCTACCTGCCTGGRGA 3' (SEC N° ID:91) 85 bp
Dexlrl: 5 CTTCACGTTGGCATGGAGGG 3' (SEC N° ID:92)

Dex1f2: 5 TACCTCCTGGGTGGCCTCTTC 3’ (SEC N° ID:93) 66 bp
Dexl1r2: 5 TCTTGCACWKGGGCACCTGC 3' (SEC N° ID:94)

Dex2fl: 5 AGGTGITGGGCTACAACCTSAT 3' (SEC N° ID:95) 206 bp
Dex2rl: 5 GGGCAKGTAGTGGCTGTAGTC 3' (SEQ ID ND:95)

Dex2f2: 5 GGCTACAACCTSATGCAGGCCA 3’ (SEQ ID ND:97) 220 bp

Dex2r2: 5 GAGTTGTCAGGGCCAATGACCG 3.  (SEQ ID ND:98)

Los productos de la PCR se confirmaron mediante secuenciacion. Después, se volvid a analizar la biblioteca de
BACs felinos usando productos de la PCR, y se obtuvieron cuatro BACs nuevos (40545, 23533, 4F220 y
24D448). Usando una estrategia de paseo cromosémico, se obtuvieron las secuencias completas del exén 1y
exon 2 de dichos cuatro clones de BAC.

Resultados

[0203] Se obtuvieron mas de 3 kb (kilobases) de secuencias gendémicas que contenian el marco de lectura abierto
(ORF, por sus siglas en inglés) del receptor gustativo del gato doméstico, TLR3. Se obtuvieron aproximadamente 10 kb
de secuencia gendmica que contenia el marco de lectura abierto del TIR1 de gato, y aproximadamente 38 kb de
secuencia genémica que contenia el marco de lectura abierto del TIR2 de gato. Las Figuras 6A-6D muestran la
secuencia genémica del T1R1 felino (SEC N° ID: 59) obtenida mediante secuenciacion de BACs. Las Figuras 7A-7E
muestran la secuencia genémica del T1R2 felino (SEC N° ID:62) obtenida mediante secuenciacién de BACs. La letra
“N” denota huecos entre los exones o secuencias desconocidas. Las Figuras 1A-11 muestran la alineacion de varias
secuencias de los ADNc que codifican los receptores T1R del gato doméstico (T1R1, SEC N° ID:60; T1R2, SEC N°
ID:63; y TIR3, SEC N° ID:99) respecto de secuencias de nucleotidos conocidas de los receptores de la familia T1R del
ser humano (T1R1, SEC N° ID:8; T1R2, SEC N° ID:5; T1R3, SEC N° ID: 11), del ratén (T1R1, SEC N° ID:6; T1R2, SEC
N° ID:3; T1R3, SEC N° ID:9), y de la rata (T1R1, SEC N° ID:7; T1R2, SEC N° ID:4; T1R3, SEC N° ID: 10). Un asterisco
(*) indica una posicion nucleotidica conservada en las secuencias (es decir, una posicion de nucleétido que se conserva
en las diferentes secuencias). Un corazon (¥) indica el codon de parada del T1R2 felino.

Las Figuras 2A-D muestran las secuencias de aminoacidos deducidas para los receptores gustativos T1R felinos
(T1IR1, SEC N°ID:61; T1R2, SEC N° ID:64; y T1IR3, SEC N° ID:2) alineadas respecto de las secuencias de aminoacidos
de los miembros de la familia de receptores T1R del ser humano (T1R1, SEC N° ID:17; T1R2, SEC N° ID:20; T1R3,
SEC N°ID: 12), de la rata (T1R1, SEC N° ID:16; T1R2, SEC N° ID:19; T1R3, SEC N° ID: 14), y del ratén (T1R1, SEC N°
ID:15; T1R2, SEC N° ID:18; T1R3, SEC N° ID: 13). Un asterisco (*) indica una posicién nucleotidica conservada en las
secuencias (es decir, una posicion de nucleétido que se conserva en las diferentes secuencias). Un signo de dos puntos
(:) indica una sustitucién de aminoacido conservada observada. Un punto (.) indica una sustitucion de aminoéacido
semiconservada observada. El TIR1 del gato es muy similar al humano y al de los roedores en términos de estructura
génica; sin embargo, el T1R2 del gato predice una proteina méas corta, de 391 aminoacidos, en comparaciéon con la
proteina del T1R2 del ser humano, que tiene 839 aminoacidos. Dicha prediccién, de un T1R2 corto, es el resultado de
un coddn de parada TAA en el exdon 3. La secuencia de aminoacidos deducida para el T1R3 del gato (SEC N° ID:2)
contiene cuatro aminoacidos adicionales en las posiciones 11-14, en comparacion con los receptores T1R3 homélogos
del ratéon (SEC N° ID: 13), del ser humano (SEC N° ID: 12) y de la rata (SEC N° ID: 14). La secuencia deducida
correspondiente al gato revela una treonina en la posiciéon 64 (una posicién equivalente al aminoacido 60 del ratén), y
una leucina en la posicion 59 (una posicion equivalente a la posicion 55 del raton). En el ratdn, las sustituciones de
aminoacidos, a saber, de una treonina en la posiciéon 60 y de una alanina en la posicién 55 (ambas posiciones situadas
dentro del dominio N-terminal extracelular putativo del polipéptido, estan presentes en estirpes de ratones que muestran
una preferencia baja (una menor preferencia) por el estimulo dulce sacarina (Bachmanov et al., Chem. Senses, 26:925-
933 (2001)). La leucina es una sustitucién conservadora para la alanina. Las diferencias entre las secuencias de
aminoacidos del receptor T1R3 felino y murino pueden ser responsables de las diferencias funcionales que conducen a
las diferentes preferencias gustativas de una especie y la otra.

[0205] En la Figura 3 se ilustra un arbol filogenético que muestra las relaciones entre la familia de receptores T1R del
gato doméstico y la familia de receptores T1R de otras especies, incluidos los T1R1, los T1R2 y los T1R3 del ser
humano, de la rata y del ratén. Los receptores T1R de la rata y del ratén estan estrechamente relacionados, mientras
que los receptores T1R del ser humano y del gato difieren de los de la rata y del ratén. Un hecho interesante es que los
estimulos dulces a los que responden la rata y el ratdn son muy similares, mientras que los que estimulan al ser humano
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y los que estimulan al gato difieren entre si y de los de la rata y del ratén. Por ejemplo, un hecho singular es que los
seres humanos tienen capacidad para saborear la mayoria de los endulzantes de alta intensidad, mientras que a los
gatos les resultan atractivos numerosos aminoacidos, pero no son capaces de detectar (saborear) ni la mayoria de los
endulzantes tipo carbohidrato ni la mayoria de los endulzantes de alta intensidad. El T1R2 felino difiere del TIR2 del ser
humano, del ratén y de la rata, algo que se ajusta al hecho de que el gato no muestra preferencia por los endulzantes
tipo carbohidrato.

[0206] En la Figura 4 se ilustra la conformacion prevista para el receptor T1R3 felino. El receptor T1R3 felino es un
receptor con siete dominios transmembranales. Se genero la estructura del receptor T1R3 felino usando el programa de
modelado de proteinas disponible en <www.ebi.ac.uk/~moeller/transmembrane.html>.

[0207] La Figura 5A muestra la conformacion prevista del T1R1 felino, e indica que el receptor es un receptor del tipo
“7-transmembranal” (7 dominios transmembranales). En la Figura 5B se ilustra la conformacién prevista para el receptor
T1R2 felino. Dado que el T1R2 felino es una proteina corta (391 aminoacidos), no se prevé una proteina con 7 dominios
transmembranales. Sin los siete dominios transmembranales, es posible que el receptor T1R2 felino no interaccione
adecuadamente con un socio de dimerizacion (por ejemplo, T1R3) y/o tampoco con la membrana plasmatica
(citoplasmica), lo que podria conducir a la incapacidad del gato para saborear los carbohidratos dulces. Es posible que
el T1R2 felino tenga otra funcion.

[0208] En la Tabla 4 se indica el porcentaje de homologia de los miembros de la familia (de receptores) T1R, respecto
de los receptores gustativos T1R del gato. La porcién de la Tabla 4 que queda a la izquierda de la diagonal (en negrita)
indica el porcentaje de homologia basado en el marco de lectura abierto de las secuencias de nuclettidos obtenidas
(Figura 1) para la familia T1IR de ser humano, gato, rata y raton. La porcién superior a la derecha de la diagonal (en
cursiva) muestra el porcentaje de homologia de los miembros de la familia T1R, basado en las secuencias de
aminoacidos de la Figura 2. La secuencia de nucledtidos del TLIR1 del gato muestra una homologia del 84% respecto de
la del TIR1 humano, del 78% respecto de la del T1R1 de rata, y del 79% respecto de la del TLR1 murino. A nivel de
aminoacidos, el T1IR1 del gato muestra una homologia del 81% respecto del TLR1 humano, del 74% respecto del T1R1
de rata, y del 74% respecto del TIR1 murino. En general, el TLR1 del gato muestra una homologia baja respecto de los
demas miembros conocidos de la familia T1R, y T1IR2 y T1R3, de ser humano, rata y ratén. El mismo intervalo de
homologias relativamente bajas esta presente respecto de los receptores T1R1 de ser humano, rata y ratén, y respecto
de los receptores T1R2 y T1R3 de la misma especie. La secuencia de nucledtidos del T1R2 del gato muestra una
homologia del 72% respecto de la del TLR2 humano, del 61% respecto de la del TIR2 de rata, y del 64% respecto de la
del TIR2 murino. A nivel de aminoacidos, el T1IR2 del gato muestra una homologia del 58% respecto del TLIR2 humano,
del 52% respecto del TIR2 de rata, y del 53% respecto del TLR2 murino. Dado que el T1R2 del gato tiene una proteina
mas corta (de 391 aa [aminoacidos]) a causa de un codon de parada en el exdn 3, el TIR2 del gato muestra una
homologia mucho menor con el TLIR2 de otras especies que la homologia en cuanto a TIR1 y T1R3 en las diferentes
especies, lo que indica que el T1IR2 del gato es muy diferente del TLR2 de las demas especies. Ello se ajusta también a
las respuestas conductuales que indican que los gatos no muestran preferencia por los endulzantes tipo carbohidrato.
Esto indica que es posible que el TLR2 del gato no sea funcional, lo que lo libera de la presién selectiva. Por eso, lo méas
probable es que se hayan acumulado mutaciones en el T1R2 del gato. En general, el TIR2 del gato muestra una
homologia baja respecto de los demas miembros de la familia TIR, TIR1 y T1R3, de ser humano, rata y raton. El
mismo intervalo de homologias relativamente bajas esta presente respecto de los receptores T1R2 de ser humano, rata
y ratén, y respecto de los receptores T1R1 y T1R3 de la misma especie.

Tabla 4. Porcentaje de homologia, entre diversas especies, en cuanto a los T1Rs

Especie Raton Raton Raton Rata Rata Rata Ser Ser Ser Gato Gato Gato
humano humano humano
T1R1 T1R2 T1R3 T1R1 T1R2 T1R3 T1R1 T1R2 T1R3 T1R1 T1R2 T1R3

Ratén 36 30 90 36 30 73 37 30 74 30 30
TiR1
Ratén 55 28 36 91 28 34 69 28 36 53 28
T1R2
Ratén 33 15 31 28 92 30 27 72 30 25 72
T1R3
Rata 91 55 33 37 31 73 37 31 74 26 31
TiR1
Rata 55 91 15 57 28 34 71 29 36 52 28
T1R2
Rata 33 21 93 32 15 31 27 73 30 26 72
T1R3
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Ser 79 56 35 79 56 35 35 31 81 29 31
humano
TiR1

Ser 57 78 17 56 78 17 57 28 36 58 28
humano
T1R2

Ser 41 39 73 39 36 75 40 38 29 23 73
humano
T1R3

Gato 79 54 35 78 56 35 84 56 53 28 30

TiR1
Gato 42 64 22 41 61 22 44 72 48 44 29

T1R2
Gato 33 34 74 36 36 75 53 39 79 53 39
T1R3

Nota: Las celdas de la porcion superior, a la derecha (en cursiva), contienen la homologia deducida basada en los
aminoacidos; las celdas de la porcion inferior, a la izquierda (en negrita ), contienen la homologia basada en los
nucledtidos.
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucledtido aislado y purificado que codifica un polipéptido de receptor T1R felino
y que comprende:

a) la secuencia de nucleétidos de la SEC N° ID:1 o de la SEC N° ID:99;

b) una variante del polinucleétido de la SEC N° ID:1 o SEC N° ID:99, y dicha variante tiene una identidad
(igualdad) de al menos un 98% respecto del polinucleétido de la SEC N° ID:1 o SEC N° ID:99 y codifica un polipéptido
que tiene esencialmente la misma actividad bioloégica que un polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos de la
SEC N° ID:1 0 SEC N° ID:99;

c) una variante del polinucleétido de la SEC N° ID:1 o SEC N° ID:99, y dicha variante tiene una identidad
(igualdad) de al menos un 98% respecto del polinucleétido de la SEC N° ID:1 o SEC N° ID:99 y codifica un polipéptido
gue confiere una percepcion modificada del sabor (percepcidn gustativa modificada) respecto de uno o mas estimulos
gustativos, en comparacion con un polipéptido codificado por el polinucleétido de la SEC N° ID:1 o SEC N° ID:99; o

d) una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos de la SEC N° ID:2.

2. El polinucleétido de la Reivindicacién 1, y dicho polinucledtido comprende una variante del polinucleétido de la
SEC N° ID:1 o SEC N° ID:99 que codifica una secuencia de aminoacidos de la SEC N° ID:2 y tiene una sustitucién no
conservada de un aminoacido, a nivel del residuo 59 o del residuo 64.

3. Un vector de expresion que comprende el polinucleétido de la Reivindicacion 1 o de la Reivindicacion 2, unido
operativamente a un promotor.

4. Una célula host que comprende el vector de expresién de la Reivindicacién 3.
5. Un cultivo celular que comprende al menos una célula de la Reivindicacion 4.
6. Un polipéptido de receptor T1R felino que comprende:

a) la secuencia de aminoécidos codificada por un polinucleétido de la Reivindicacion 1;

b) la secuencia de aminoéacidos de la SEC N° ID:2;

¢) una variante de la SEC N° ID:2, y dicha variante tiene una identidad (igualdad) de al menos un 98% respecto
de la secuencia de aminoacidos de la SEC N° ID:2 y tiene esencialmente la misma actividad biolégica que el polipéptido
de la SEC N° ID:2;

d) una variante de la SEC N° ID:2, y dicha variante tiene una identidad (igualdad) de al menos un 98% respecto
de la secuencia de aminoacidos de la SEC N° ID:2 y tiene al menos una variacion de la secuencia de la SEC N° ID:2, y
dicha variacion confiere una percepcion gustativa modificada respecto de uno o mas estimulos gustativos, en
comparacién con un polipéptido de la SEC N° ID:2.

7. Un kit para la deteccion de un polinucleétido que codifica un polipéptido de receptor T1R felino,
y dicho kit comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de receptor T1R felino de la Reivindicacion 6, asi
como instrucciones referentes a la deteccién de dicho polinucledtido.

8. Un método para la produccion de un polipéptido de receptor T1R felino, y dicho método comprende cultivar la
célula host de la Reivindicacion 4 y recuperar dicho polipéptido de receptor T1R felino de dicha célula host.

9. Un método para identificar compuestos que interaccionan con un receptor T1R felino, y dicho método
comprende:

poner en contacto un polipéptido de receptor T1R felino, de la Reivindicacion 6, con un compuesto de prueba; y
detectar la interaccion entre dicho polipéptido de receptor T1R felino y dicho compuesto.

10. El método de la Reivindicacion 9, en el que dicho paso de poner en contacto el mencionado polipéptido de
receptor T1R felino con el mencionado compuesto de prueba tiene lugar en presencia de un socio de dimerizacién de
dicho polipéptido de receptor T1R felino.

11. Un método para la identificacion de un agonista o un antagonista de un polipéptido de receptor T1R felino, y
dicho método comprende:

la puesta en contacto de un polipéptido de receptor T1R felino, de la Reivindicacion 6, con un compuesto de
prueba;y

la deteccion de un aumento o una reduccién en la actividad biolégica de dicho polipéptido de receptor T1R
felino, en presencia de dicho compuesto.
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12. El método de la Reivindicacion 11, en el que el paso de la puesta en contacto tiene lugar en presencia de un
socio de dimerizacién de dicho polipéptido de receptor T1R felino.

13. El método de la Reivindicacion 11, en el que el polipéptido de receptor T1R felino se expresa a partir de un
polinucleétido que comprende:

a) la secuencia de nucledtidos de la SEC N° ID:1 o de la SEC N° ID:99;

b) una variante del polinucleétido de la SEC N° ID:1 o SEC N° ID:99, y dicha variante tiene una identidad
(igualdad) de al menos un 98% respecto del polinucleétido de la SEC N° ID:1 o SEC N° ID:99 y codifica un polipéptido
gue tiene esencialmente la misma actividad bioldgica que un polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos de la
SEC N° ID:1 o0 SEC N° ID:99;

C) una variante del polinucleétido de la SEC N° ID: 1 o SEC N° ID:99, y dicha variante tiene una identidad
(igualdad) de al menos un 98% respecto del polinucleétido de la SEC N° ID:1 o SEC N° ID:99 y codifica un polipéptido
que confiere una percepcion modificada del sabor (percepcion gustativa modificada) respecto de uno o mas estimulos
gustativos, en comparacion con un polipéptido codificado por el polinucleétido de la SEC N° ID:1 o SEC N° ID:99; o

d) una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos de la SEC N° ID:2.
14. Un animal transgénico no humano que comprende un polinucleétido de la Reivindicacion 1.
15. Un método para identificar compuestos que interaccionan con un dimero de receptores T1R felinos, y dicho

método comprende:

la puesta en contacto de un dimero de receptores T1R, que comprende un polipéptido de receptor T1R felino
de la Reivindicacion 6, con un compuesto de prueba; y
la deteccién de la interaccién entre dicho dimero y dicho compuesto.

16. El método de la Reivindicacion 15, en el que el dimero comprende un polipéptido de receptor TIR1 y un
polipéptido de receptor T1R3, o dos polipéptidos de receptor T1R3.

17. Un dimero de receptores T1R que comprende al menos un polipéptido de receptor T1IR felino de la
Reivindicacion 6.

18. El dimero de receptores T1R de la Reivindicacion 17, en el que el dimero es un homodimero o un
heterodimero.

19. El dimero de receptores T1R de la Reivindicacion 17, en el que el dimero comprende un polipéptido de la SEC
N° ID:2.
20. El dimero de receptores T1R de la Reivindicacion 19, en el que el dimero comprende un homodimero de la

SEC N° ID:2 o un heterodimero de la SEC N° ID:2 y de la SEC N° ID:61.
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Alineacion CLUSTAL W (1.82) de varias secuencias de nucledtidos

correspondientes a los receptores T1R
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Figura 1B
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CTGCTCEECTRCGAGATGETEGATETC TRCTACCTCTCL ———ARCARTATCORECOTEGE
G TOGECTROGAEATGETSGATETCTGTTACCTCTC - - ~ARCRATATOCALCETEGG
CTGCTRGECTATEAFATCET BGAT FTE TG T ACATCTCO———ARCRATETCCAGDCGET G
CIGCTEGECIRCAARATGETEEAT FTCAGC TACRTCTCL -~ ~ARCARTETCCAGCOCETE
AT GGEG TRTGARC TG TATG RO ETET GO TCRGAG IO T - -~ TCORBATG TETATGLCRCT
B CTRGGGTRTHAG TG TRCGAE T T G TCAG AR T T-—ECCRATE TETATGCOORCC
BCCCTEGEFETRCCAGC TRTATGAT GTET T TCTGRAC TC T~~~ FCCAR TG TG TR TGOCALE
RO CTEGER TR CAGC TETACGRCGTEST o FOGERETC T~ ~BoCRACG TG TATEOCALH
CEGCTEE G TATGACCTATT TGACACAT GE TCCG ARG CCRGTEET CACCATEGAMR T CORGT
CEACTEGECTATGACC TETT TGRCACAT G TCRGAGLCAG TEET CACC ATGRAGLCOAGT
CACCTGSGC TATGRCCTCTT THRCRCGT GT TCAGRGCOCATGET EECCATERAGCCCAED
CECCTEGECTACGACCTCTT TEATACGT GE TRGERG L TH TG ET GECCAT BAMNGCCCA LS
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CTCTRACT ToCTGTE-==ACAGATAGATGRCTTCC TECCCATCCT CARAGRL TACAGLCAG
CTCTACTTOCTEEC ==~ RCRGER CGRCERCCTCCTECCCATCCT CARRGACTACAGOC LG
CTCTRACT ToC TG ——ACACRAREACARCCTCLT TCCCATC CARGRGGACTACRGTARD
CTCCACTTCCoGEC == AR R G R EERC T TTCC TT EoCCATCCAGGRGGRCTACAGOIRE
P GAGGG T T CAGC ARG GRACARE A CT AGAGATGCAGRGAGRTCTTCGCARD
DT EAGG T R T TG o CT GL ARG ECC L DG CCAC AT AGAGATACAGARAGRCCTT CGTRAL
CTERCERGTECTCTCCCT GO CAGGGORACRCCRCATAGAGCTCCARGERAGRCCTTCT OCAC
ARG T R T T Oy GO MGG ERCRCATCAC T RGAGAT CCERECAGRCCCT TCOC AT
CTCATGT T T E e ARG TG AGT CARAGC AT TACTGOCTAC TG ARCTACRCACRG
CTCATGTTCATGECC MG TEGERAGT CARAGCAT TGCT GUCTRECTGCAACTAC A ACAE
TG NG T AT e AL GO ARG AGE TECAGC AT TGCLGECT N DG CAATTRCACACAG
CICATETT LT L ARG CAGECAGT S CERC AT CECCELCTAC TG ARCTACACGCRG

& & L * & & L

TRCAGECCCCARGTEETGECOGTCATTGECDCAGACARRC TE TEAGTLUGLCATCADCGTG
TACATECCCCACETEG IGEC TS ICAT TGECCCCEhCARC TC TERETCGCCAT TROCETE
AR T T T T G TR TG TOAT THEC L TGACRAC TGRS T O TG T CAT GACT BT
TETETEC O CE T T EETGEC TG T CAT TGET CC TG ARC TC TERETCCACTET GRET BTG
CROTCCTECARGETEETGECACTCAT TGEGCCTGATARCAC TERCCACGCTETCACCRET
R T T AR T G T e LT TORT GG TGACAAC AL TEACCACG LT BT CATT ACC
TR T T R T e TG R G T ERT Ta Gt TEACRGCAC CARCCG TR CT U CACT AL
TATTCECCT EE0ECCETGEE TG TIAT TaEGCC TEGRCACCACCARCCRCGCAGCICACCRET
T AR O TG TG T I TE T AT LR O A TCATCAGAGC TG CCCT AT TALA,
TR O S TETEC TG T ET ORI TEET CCC AL TCAT CAGAGC TTGECCT CATTROR
TRACCAGLCCCELGTECTEGECHTERICEGECOCERCTCGYCTEREC TCECCCTCETCRIC
T ARG e TG T TG T e T O R T L G OO T L TG T CRAGREE TC R C AT GET O RLC
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TR AT T I T o AL T T L T G TG oA AGET CRC AT AT ARG G AT CACC GAC ARG
TR AT T T T CAT T TCCTCA T CCCACAGRT CACATACAGCGCC AT CTCCGACARG
F AR T T T T CTAT TT T O TTECACAGA T CACCTACAGUGCCAT CAGC GR TGRS
e T T I T T T T C T e TT O AT RGAT CRCC TR CAGC ECCATCRAET GACERE
ECTGCOCTECTGAGCCC T T T T T EA TG CCCC TG T CAGC TRATGAGECGAGCAGCI GTGATC
BTG T T TEGET o TT Te T GA TG Lo L TG T CAGC TRTGAGGC ARG CAGEGT GGTA
BT e T GAGC T T CTEE TGO CATGAT TR TATGOG RO CAGCAGI GAGACE
GeRGCC T G TG A T M TG T e TeRTCAGC TACGRG GO CASCAGIGTGACE
ARG TTCT TCAGC TTCT T LT AT ARG ET CAGT TATAGT BOCAGCATEGATOGE
GECARCT T T N AG e T T T C T AT GO AL AGETCAGC TATACGT GCCACCATEGATLGE
GG ARG T T T AGC T T T T oo T TH I GUC TEAGGT CAGE TA GG GO AR ACCG RCCGE

GECARGTT I TCAGC T T T T o T AT C ARG T CAGC TR GET o TRECATEGAGCT R
L . ThF T i A T or T ¥ k= B *

CTECGRGACARGOEECEC TTOCCTRCCA TG T ECECACT G TEOCRGOG DCACOCACCAT
MG GEGAA GG T T CCC TGO AT GCTACEGC A AS TGCCCRGCGCCNCCCACCAC
TG A GRC ARG T G T O GG T TGO T G RTAC CACAC D RGOS O GRLC ACC AL
CTRCGEERCARCCAGCECTT OGO TTCT RC O CAC ARG LR GEOGOCGATC AL CAG
GGG ANG T T e T LT T T T GG RCCATC CCCRGCGATRAAGTRCCAG
ST ARG TG CRRG ARG TT CoCG Te TT T T T e T A LG T LD AG TGACLGGERCCAG
CTCRGC eI GRA O EEC ARG TAT O TC TT IO CT oG ACCATC OO CRATGRACAAGT A C AL
T EEAGTGRARC AT TACC O TCET TTCT G ECACCATCOOCAGOGACRAGCACCRG
CTAAGTERCDEEEARRCG TT TOCA T T T T Lo G A G TG CAGTGACCGGETGORG
CTARGTGACCEEGARACATT TCCATCCT TCTT CCECRCAG TGCCCAGTGRACCGGETGEAG
CTGAGC A CEEEAEARTC T T CCCETCCT T T T OB AC GETECCCREOGRECAGETECAG
CTGERECECCOGEERERCCTT CCC M CT TE T T OO GEACCGTGUCCRGOGACCETETECAG
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Figura 1C
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GMEREGC oG TGCASCTEATGCIEC A TTCCEC TG ERAS TREATCATT CTSC TEGTG
ATC AT GG T AGCT AR TG T T AC T T O GCCaERAC TEEATCATC SO G TRETS
GTGEARGTCATRE T GCEGCTEE TECAGAGC TTCGGE TEGE TC TEERTCTOGCTOETTGES
F GGG T A TGS e CAGC TGO TECAGAGT T TEGGTGEE T TGGATCTCEC TN T TEEE
ETGGACA A TG T G TG P e AR A G T R GG T CACC TEEATC TE TU TEETTE R
ETEEAGECCATEETECT G TG TR AGAGC TT GGG TEGE T TRGATC TCESTEETOGE
T ARG T ST EAC T TS T T SC AGARC T TC RGO TEEARC TRGS THEC LG L TP RGGE
T ARG R T T e T R AL TG T CC A AR M T RO C T ReARC TRGETEEC TGO TTAGET
BT EECEECCATGETEEAGC TECTEERGFARC TC G THEAAL THGGTESCEECEGTGEGT
ST GRACE GO E OB EaAEC T e TGO AGCAGT TC B C T EEAAL T GGG TG GO CECICTGRGE
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RGOGATGACGRT TR TG ECCGAGRGARCACCCACC TGO TERGLORGUETE TGRECARCALT
AECGRCGACERT TACG GO GLGRGAACAGCCRCC TG T TERECCRAGLG T TR CARARCG
AECAECERCRCCTATEGCOE 0GR AR TGEC LA TOL TTGEOGRGCECETGECCC G ===
RGCRGCGECERE TG GEC0GCGROGACAGCCAGC TECTCAGCFR TCCLI LS GG ———
A TATGETERC TR EGECAGD TG T AT ARG GO TEGRGERAREC = == TEEICACTICCR
RGCTACGETEATTACEEECAEC TEGETETEIAGELGLTH ARG ERARE === TGEICETEO0C
AGCAGTGACGALTATGGGCAGC TASEEETECAGECACT GEAGARCS — - REGCCACTAEET
RECGACEECGACTACEGECAGE THGEGETECAGECEUTEERGEALC = -~ REG I RCITLG
RETGATERTGACTAT GECCEGERRGETCTERECATC TTTTUTAG TS — TEECCARTEC
ARG TGA A TGRS T AT G ECCGEGRAGET CTERGCATC TITT CTEE T ~——TEGCCARCTCA
AETGR R e T AT e o ARG R TGRECC T T IO TCCGEC = == T BECCRGOGET
RGOGRCERCGRETROGECCEECAGEECCTEAGCATC T IO ICHELCE ———TEGCEGRGECHA
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GEOGATATCIECAT TECCTTCCAGGRGET TLTECCTETRCCAGRACCCRADCAGGLOETE
MECERCATCTECAT TGCC TTOCAGFRGET T TRUCCATRCCTSAGTECAECCREGTCATS
RGO C TG C AT C e TT O AGER R LG TECCCACACT GOAGCOCARC I AGARCATE
GEOGRCACCTGOATOSCOTTOCEGEAGACGCT BCCCAT BLOCCRECCCAACCAGRLGETG
CEEEECATCTGLET OGO TTCARGGACETEET BOCT O T—— QT GCECREEEGEETRROC
CREEGCATCIGCG T OGO T T AR GEACR TCET B LT IT=-C T O TR COG G TR TERLC
CAGEGERTCTGCATTGET TT CARGGRCRTCAT RCCETT--CTCTECCCAGSTREEOERTS
CRGGECATCTECET TR O TICARGEACATCRAT LD TT - —CTET GECCGEL CAGEL GALE
CRAGGTATC TGO T RO AT GRGEECC TEETSCCACAR~-CATGACACTAGTHGLCARCA
CERAGETATC TGCATT FCACACGREGECC TEE T GECACAA-CATGREACTAGT GECCARCR
AEGGEECATCTOCATC GoECAT BRFEEIL TEETGRCACTE-C-CGCtA-—GECAGLE TE0E
GG T TG CA T SO R R GREEECC TS TELCBCTE ~CC o GTRCCGAT FACTEG LG
B
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AGECCTEAGGAGC AGEACCRAC T GERCARCATC CT GRACARECTGL G ~——GEACCTUG
AGETCCEAGERGCAGAEACRACT GRACARCATCCTRGACARGE TEOGES -~ = GERCCTCE

ROGTChEAGERECG O RE LG TGE TR CATT GTEERAC ARGL TGRART —— - AENETROA
ARG T RGELGL GO GG TGAAGGICAT LG GERCGAGCAGCRAECEGCAERAGITCT
Cmmm=e=R LG TGCARC GCATER TG TGO L TG T EGRGECh— - —— -~ = GEACTROT
g—- R EEAT GO ACRE AT A TGO AGCATC TR e TOAGED AR —————— —GEACCACC
B——————GAEGATGCAGT GCCTCATGUGCCRCC TRECCLREELCE-——==——GRGLCRIE
Pm=====CAEGAT G AGRGCATCATGURACCACC T BACCCERGLGR- - —— - ~GEACCRLC
=== T EGECRAEET GO TEEA TG TACT RO FC ARG TEARC CR—————— BAGTRAR
A—————— TG ARG G TGS TGN TS TEC TRC GO ARG TGARC T = = = = e == LR GO AR
G======CTEEECECCCTRACA G TOLTGOGEC AEGTGAACC A ————— = =GhGCAED
G==——==PEEEEAAEE TECAEGAC T CT G AT ARG TEARCC A ——— ———— GRGCAEC
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oGO T e TG TeA T AT T B CACA GO TGAGCC TG R CAACT TC TTCOGC GAGETS
GCECECETCETEETEET GT T T GC e EAC P AGCC TG TATAGC TTE TT TR GRAEETE
BB E T CG TEET e TE T o TG0 o RA S TEACCC TETRADCACTTO TTLARTGRAGETE
G R G GG TGO T A TG o CA ARG TE ST Lo TGCACAACTTCTT CoGLGRAGETE
GIG===GTCETEETCTT-CTCTARCOGECACCT GACT BEAGTE==TICTTCAGETCTETE
GIG---GTTETEETCTT-CTCTARCCEECACCTGECTAGAG TG —— TICTTCAGLETCCETE
GI-—ETGGTT GT T - T T CAGC GG ETTEECC GG TG~ - TTTTICERET COET R
GBIT===ETEG T ET TT T T AGEAGGOAGC T GO AGLETG— TTCT I TEAST COETE
GIRCAAETGETEETECTETT TG0 TCTGCCCET GO TR TCTACTCC ST TTITAG TTATAGL
GTACRGETGETGGT GCTE T T TGC A TG CCETEC TR TCTACTCCCT TTITAGCTRACAGT
GTECREETGETEET R TG TTCT LS TOCG ARG GECCECRACCCT T T AGCTACRGE
GTECAEETGETECT G0 TETT GO ToCETEOR LG DGR CCALGLCCTET TR AR I ARG
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Figura 1D
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ST GCRC G A GG A GG TG ACARGCCTO L TREECTECAC D CAGACCRECAE D =
ETACATCACCRA === TG CCEEEAT OO AGGECATT GRERIGLETRCI GEGRETEHRICA
ETACATCRCCAG-—-CET R GGGA T O AR GG A TT GERRCGE I G CEETG TR EICG
GCRCA TR TG~~~ G TR DO EEER T o RGO GCATT GEGATEETECT GEE0ETEECCR
ACACATCRGCAR---=-TFT GGG T e A GG AT TGS ARG T G T GEE T TSGR
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CoTGETCAT AL === G T S L e R T G P GeGE T OGS A G o TGHE T T TGS

CETEET CRTGEG—-—-GC TSRO TG CCAGATEEECACGETECTTEGECTTCCT D
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AR GGG G A T T e T T oA GO AGTT GO GAGT GO ECCAL - ~BROARGCCRG
ARG T eI AT L G T T AR TCAGTTC L GAGTGOEC LG T ———CGRACAAGCC AG
TR G GG T e O T L aG e T T A G T GG T TG GRAGT GG LEC———COACAGEDTG
GG G T-—C AT TG A— G TERBECC === == Al === A GaR =~
TG AGAGACA L T LTGRO TERAGEASTI TERAAGRAGTCC TAT - - -GTCCRGGCRG
TOCARGCAGAGRC ARG T LT GEGL P GAAGERGTT TGRGEAGTCT TRAT -~ ~GTCAGEEC TG
G RG A G T G T TG L T ARG O S TT T AAGARGC O TAT == =EC L BE 0 RG
TR ARG T TG T L TG e T MG R CTT T G RAGA GG TAT ———GT OO RGO NG
ABCEEEE TGO TR TG T GAR T TT T AT TRAT S TGGRAGACTCACCTTEC DO TEECCE
AL G G TG T A T G T AR T TT T OO AT TAT CTGGAGACTCGCCITECCC TREC TS
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ARG E G A TGO R GAGT T OO O G TR TG AGAC GCACCTGECLCTGEICA
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A TR T CCCA TGO T A—ACGRGACCAGLC TG~ ~——-—=-RAGGAC TRCC TG~ TRACCAS
GG TRT LR TEO TA-—ACACGRCCAR DTG m e e e CEEACGALCTE—CRACCAG
GECCECCRCCCCT Ch = ~EBCAGERCCAGOCAG —— ———————— REFCTRTRCCTG-CRRCCAG

R EGEGC CACACA - BOAGRECFOCECAC == = === === REC OO TERGTSET TSCOAT
TEATEEET GO oA CARC T T BOCCAGAGEG== == s = === —GTICTGETGOEGEROTARD

TRACAGETGCT OO CAGE GET RO GG AGEG — ~————==GTCCTEETGCAGCAC TARD
ARG G TG T TECCACAAGEG == === = = === CTCCTEGTGCAGCRGCAAT
ATARGEEEECCO TEEE O T TEC MO CRGGAL —— -~ ——— T GRE TG CRET G CALD

LR AL AT T T G T AC T B AT R EGA~ =3 TTGGAT CTEGRGERACAT BT ER
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R G T N B T T G T e PG A GG G G CAGEETCT SR G CAGGROGTESE
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Figura 1E
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codoén de parada del T1IR2 felino ( ¥)

(- —mmmmmmmmm e e BEBERECETET G IO TACA TG T G TACTC BE0CETCT
DG == e GGGGAGCGCGTGETCTACAGCETETACTCEGCAGTTT
CT i -GEGERE0ETETOETCTACAEGTHT AC TO TEOEETET
e e e e -BERGREECCAEEEEACETACTCTETCOCCRGRCACAT

TCummm i i === T CATEAGCGEC TEOCTACAR T BT AT AT GAGGCTGTAT
Pl i == ST CATEAGPECCECCTACAGACT CT ATCAGGCTCTET
TC- i e CATSAGTT CTECCTACARCECATACCAGE0TEICT
T o= T O A TR G C T CT GO TTATARC GO CT AL R GG CAGTCT
TG OAGARCCTATE RGBT GRECAATTGCACCACCAAATAT TTECARCCTATGCAEC TETGT
TECAGRACCTATC AR TGGEEAGTTGCACCACCARATAT TT GCARCCTAT GCAGCTETGT
------- s mmes e s (TGO ACCACCAGECCETCBC TGO TACECEEC TETET
ATCACCACCRERCGTTC TCTETCTACECACCTETET

L & *

'y
AOGLEGTAGRCCCACACCC TCCACAGACT CCTC LR TECARCCAGE TCOGCT GERC L= ==
GG TEECCCAT GO CC TCCACRGRCT OO TCGGELTETRALCEGETCOGCT GUALCA———
AT EC T TEEC O TGO OO TECRCAGCCT OO T EE L T T EACRARA GO RO CTBLAL DA ———
TR i e e ik SE P R SR AT P e Y, s
ATGECTETEGLOCRC GO ToCACCAGCT O TERGATEFTACL TL THGEACCTGIGLCA— - -
BCGCTGTGELCCACGECCTCCACC ARG T OO TG AT G TAC TTC TEAGATCIGT T A=—
ATGCGETEELCCA TG TO A AGC T TEGECTET GO CTCTEEAGCTTGT T O -~
ACECRET GO A TG B LT A AR T O To GG T eI RO LT TEGAG O TGT TCC A———
ACAGTETEECTCARGCCCTTORCAA CRCCCTACAGTECAA TG TCICACATIGOCACETAT
BCAGTEI GG T A GG T T A AR CAC O T GCAGT G A TG TC TCACAT TGO RNCRCAT
ATGECETEECCL ARG CT T ACARCRCAC T GO T RA TR C T RG FE TGOC DO RGET
ATRGCETGEOCCREECCCTECRC A CACTCTICAGEGC ARCECC TCAGEC TGO DL EIEE

AGCRAATCGTCTATCCATGGERGCTAC TOAGEEAGATE T BGLATET CARCTTCACECTCE
AGCRARAGETC TAC O TG AG LT T AGEEAGAT C TR LA CT CARC TTCAC TR
AERGEETEETCTACCOCTEECRGCT GCTT GRAEEREAT CT GEARGET CARCTTCACTCTOC

oG G T TAC T REC A G T Te T T CAGCRAGAT CTACARGETGARTTECCTTUTAL
EREECCCAGTCTACCCCTGECRGCITC TICAGCAGRT CTACARGETGARTTITCTTCTAC
GGEGUCGRGTC TACCCO TRGCAGCTTT THGAGEAGATCCACARGGTGCATTTCC T TCTAL
FREACCERETC TRCCC LT R ARG I T TREAGCRGRT oG AR GG T GARTTTCCTOOTAL
RGN AT T T ACCCTESCRGE TCC TAEAGARC AT GT RCAATATGAGTTICCATGCTC
FAGAE T ET T RA T EE AR T L T HEAGAR R T GTACRATATGAGT T TC RUTHCT
GEGAGCCT CT o FECC LT GECREGC TCCTRAGRGARC AT GTRC AACETEAGCTTCCSTECIC
AR LT GRAG T GG AL T M TR AGRAC ATG TAC LA TG RCCT T CRACETEG

TEGEARCCAGETCTT O TEGACGARC ARG EEEACA TGCCEATGCTCCIGEROATCATCC
TEEETAR LG T TT oI TIGACC AR ARGEEERCATECCER TG TE TTEGALATZATLC
TEERCCACCARATCTTCT TOGRACCCECARGEEEACETGEC TCTGCAC TTGERERATTFTLD
ATARGARGROTETAGCAT TCEAT GALARGEGEERCCCTUTRGUTTAT TATGALATCATCG
A TR GARTACTET BECAT T TaA T GAC AR EEEEACACTCTRGET TRC TRCGREATCAT CG
ACRRGEACACTATBGCETTTAAT GACARCAGRGATCCCCTCAGT AGCTATARCATAAT TS
RCARGGERCADCET GARETT TRAT FRCRACEEEERCCCTCTCAGT BECTACGREATART TG
GRGRCTTEACACT RCRGTT TEAT B TGARGGERAT CTAGACATGERATATCGACC TERAGH
GRGAC TTEACACTGCAGTT TOAT BCCRAAGGEAGT GTAGRCATGERATATGRCC T ERAGH
GCEEICTEECACTGORGTTORRC GO CAGC EEEARCET EARC G TEEATTACGACC T HRARS
ECEEECTECOGCTECEETTOGRC RGIAGC BERMNCETEEACAT SEAGTACGACCT GRAGT

AGTGELAATOSGEOC TERGCCAGAACCCC TTCCARRGCATCGOCTCCERCTCCCECRECG
BTG ARG T EEGAC C TEA G CRGRA T O TT O AR AGCATCEECTCCTATTCT OO CRLCR
AETEECAA T GEERCCEERECCAERATCCCTTCCRGAGOGTCECCTCCTRCTACOCOCTGEE
e EEAC T AN A CTGRAT AT TERGEICATTEETTCTRCCTCACTET TS
TG EEh e TGEAM oA CTEAAT REACC T I TERAGATCATI GG CTCTECCTCACTETCTE
GO TOEGHAC TEEAAT GERCCCARGT GAACTTTCACEGMCC TEGETTCOTCCACRTGETCTC
o TGEGE s TEEAGT BEC C AT R AR T TCAGEGTCATTGECTCOTCCATS TGGCCTE
e NEGETENGECAGRGOCCTRCACCTETATTRCAT R TETREECACCTT CARCEGECACDCT
GGG TG TG AGAGLC LT ACACCTETAC TRCAT AL TG TRGGCALCTTCRAC GECOCT
TG T e e ARG R O G R R TG LA LI TAGECACC TTCARSEICCEOC
TETEEE T e TGECRECECTCRGTEC O AGEC T CRCGACETGEECARGTT CARC EECARCT
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Figura 1F
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GCARGRGECTRACCTACATTAA - - ~CRATGTGTCCTGG TACRCCCCCARC ARCACEETCE
RECEMCREC TEANEARCRT O A== =AGRACATCTCCTEECACARCC FTCRACARCACGATOD
CRGTICATCTRAGACATARATARGACARARATCCAGTEECACGEGARGARCARTCAGETGE
CRGTICATCTEEACATARA TRAGRC AR AR TCCAGTGECACEEEAAGARC AATCAGETGE
CRETTUAGCTARACATRAATGAGACCRRRATCCAGTGRCACGER RGO R RCCRESTEE
CRGTTCAGCTEEACATARA TARARCCARRAT Lo RETE AL AAGGAC RACCAGGETGE

——-TICAGITECAGCAMGTC TAA======ARTETRCTGE =~ ====C LG L RACCRESTGEE
——=TTCAGDTGEAGCADTOGAR——-——— AATGIATTGHO-—-——- CAGELAACCAEETEC
===TEEAGCTCTEECECTCTEA= == ===R0TET GO TG ECACACG O GREERAGCRAECRGE
== CRGGACAGAGCGLCTERA—— - ——— GRTCCECTGEORCACETCTERCARCCAERRGE

AT AT AT R G T TRRGRG T T R CAGE L TG GECRAR TGARAAMCCCATAGSCOTEC
I G T AT T T T AL GRG T o AR C R S GECARRTGRARARAGTC TG TEEERITIC
CTAT ST CCAT G T CRGAGET GCCAET CALGGCARMGAACRAGCCTETEEECATIC

CIETEICAGIGT GTARCCAGEFEACTETCT CERAREGECACCRCAGET TEET CATFHAET T CLC
CrGTGICAS ST T ACCACSGACTGTCT GECARGECACC AT RGGETEET TG THEGTT CCC
OTARGTUTEIGT I T ARG GAL TR T TE ARG ACCRGCHAG TG OT TACGGETTTLE
CRAAARTCTGTET o TCCAGCEAC TECCT CERARGECR CORGCGRETEAT TTCEEETTTLT
RGN CAGT G T CGECRG TG AAAGA T B O CAGET TCECLGRETARAAGGECTTTC
RS T T AETGL T LG AL TG ARG T RE Lo AGG TG CRGAGTARAGGRCTT TC
COE T T e CRG T GL T CeECRE e ARG EAA RGO O G ET B GO GCETGARFGECTTOC
COGTaTCCCEE TGl T OGEGEC G TECCAGERGEGCCAGET BCECL GG TCAREEESTTCD

ACCCGTGL TG TTOGAE TG TG TG ERCT FI CCECCGEECACC TACC T CARC CGATCAGT LG
BT G T T o T T CGRG TG CT Ta AT T P TAT o CAGGC RCCTRCCT CARC CGETCAGTRG
ACGTCTECTECTTOGRGTGCATCEACT EECTICCCEECACCT TCCTCARCCACACTGARE

AR TGO TTOGR G TGUA TGO CT FT GRARGETEEEACAT TTUT CARC ———ACERGTE
ACCRCTGCT GO TT TEAETETETECCCT GO EARGETEEERICT ITCT CARD ===ATERETE
ATCRC TGETGC TT T GRAG TR TG TG LT BT GG TEEEACCT TCCTC AR —~ = AAGRETE
AR TGTI G T T A G TR T ST EC o O T T CAGE I CEGERGCTTOCT AR ——— ARGRIECE
ATTICCTGCTGETATGACT ECETEGACTGERA GGEGEGCRECTACCEGARE = ==~CATCCRL
ATTCCTGCTEC TAT GECTET T BEACT GLAR GG ARG AL T RO GGEARG-—LATUCAG
AT TG TG I TRCAACTGOGT GERC T Go RA GG CGEGCAGTTATCAGTGL ~——ARCCCRG
AT G T G T A GAC T T BT LA T GEGABG G GG AR TACCEGE A = ~—=RARCOCRE

RIGAGETTTARCTET CLEL L TE OO CGHET TOCA TG TG ELCT TACARGRACARCRTCGCTT
RTGAGTTTAACT T L T Co TG o e T T AT G TG T O TACARGRA CGRCAT CACTT
ATERRTATGARTECCAGEOC TR0 CERR TRARACGAETEET CO TACCRGRGTGRGRCCTCCT

AT T CACECCT RO CAGCCT T T AR AGRAGAATEEEOC CCTGRGEGEAGUTCMGRCT
RECTTCRCATCTECCASCCT TG TEEARC RGARGRATGGECACCCAMGEAGAGCRCTACTT
AR R AR TGO RGP T T G GS ARG ARG T RGO A T RG GG AR GO RGRCET
ACCTCCACRGCT BOCAGCCT TETEEEER ACARARCTEHEECACCOGCEEEAAGTGARACCT
ATGRCT T AL CTET A TCCA TG TARC CAGRRCCAGT GETCCCORGAGRARANGCACAGCCT
ATGRCITCRACCTIGTACTCCATETEECRAGEATCRET GG TUC D RGRARARAGLACRACLT
ATGRCCTCCICIGERCCCRETETEACCAGERCCAGT G TCOCCREACCERAGCACACGCT
ACGRCATOGCCTACACCTTTTET G CAGGAT ERET GETCOCCGERGCEAAGCACACGET

ST T ARG GG GC TR T T LT AT R AL AR ET GO AC TATO T GG TERG CR
GO T AR LG T A LT T L TR G AT G AL AR T RO ACCATO T B TEEC A
GCTTCARECGECAGCTEET CTTC CT EEARTGECATERG ECACCCACCATC GO TETEECCC

G T TR R G TS EAGT T T TG e T G RCATEAA DO CATC T TT TG ET GUTATT ARG
T CC R G R GE T CRET T TG T IGECATERACCCATC TCTT TG ETGCTARTRE
GCTTECCEEECACTETEET G T TT GG T T TEOETEGRGCACACC TC ITGEET G TECTGE
T T R o e e T T T T I GAL T TG A GG A CATC T TTRGET GO TOCTGE
GCTTACCTCGCRGGCCCRAGT TTCT GG T IGEEEEEMECCAGTTET GCTETCRCTCCTOD
G T TR T RGO ARG TN EEC T TG GGG CC RGO TET TG TCRETICTCC
BT TCECCCGCRAGC LA TET TCC TG AT GEGEEEAGOCAGCTETEETGCTRETGUTOE
(L0 ] ] | T T B P L L ]
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Figura 1G
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ES 2625342 T3

I TGO A G TTCR T RGTACGE PEGEC R TTC T EOTCATC T TE TAGRGRCATT
TRCTEECTEOCCT GEECTT CT T AGTR O LT GECCATTCTTTICAT CT TC TGGAGRCATT
TEC TGOS OCCT ERECTT CO TMAGCAC CETEECCATCT CEEGATAT TR TEGAGGCACT

i

CAGCTRACACSCTATTGCT GE TGCT GETGAT TEEGRCTEI TGECCT CT TTGECIGROETE
CRECTARCADSCT AT TGCT B TGCTRC TEET TEEGACT G TGRCCTET TTRECTGECATT
CRECTRACACGCT GCTECT L TErTEC TGC T TEEGACTGE TGO TET TTGCCTGECACT
CAGCTRATACETTGCTECT Zo TECTEE TG IGEERC TG TGECCT ET TT GO IGECARCT
TECTGET TP e CT GE TGO GE T TP AGC AL T GRC TS TCTRGEECTCTCTGTCIARCACT
T TG T T T R LT G TG T e G ST A LA T EG T T R o T RE GG LT T TTSTCCAC TACT
CECTECT GECTCT GECECT GGt CTGE LAl T EGCAECICTGEEECT CT TOCTCTEECACT
TGO T O TEAGICT GAOGE T GaGE CF TG TGO T e TR T TTEE GG LT G TCGT TCALCATE

TCCRGROGE OO R I GG T GG GG RO R RGO AT AT M CTGRTEETGET RIS
ToCRGEACR DT GET GOGCT CEEC G ET GG CCAT FTGET TCCTEATECTCET OO0
TR AT A T T e T G TG EE GG L LT G T G TCCTGA T TGAC A TG
TTCRCA G TET T T R EET CAGC TG GGG TR TETEC T TCCTCATECTGEETTOCT
TR AR TG T AT A G TCAGE MG EEEETAEGCT T ECT T A TGO TG EETT L C
T AGRC A T T GE TG T ARG GGG LB T FTECTTICT TAT RS TGEECT OO
TR A e T GETFRAGT SO TG EEEECC AT ETECI TCTTCATECTAGECTOCC
EBEERCRGCCCTCT T T CCAGGCCTCNGET GG TCACAF I TCT GO TT THECCTGATCTROC
GaEER A T T T T T A T A G G T G ET CAC T ET T O TG TT TEG L TGRT LT oD
EERCA GO O T GET T CAGECC T LRGSR CALGEGCC I GO T I T LG TG o TT GLC
EEERC RGO TG E T T A GG T GG GGG R CT RGO TGN TT TEGCC TG BT ET O

e T e GGG T GG GE T C OO TETATG TEEE 0D oo CACGETCTTC TCCTET T
T TR TG G T T TGN T GETECCOG TR TATE TG EEECCCCCCALGETCTTC TCAT GET
e e TGEC AT A A e T GE T GG TG T A LG TS EG o OGO ARGET T ACCT RO
TEETRGCT EEEAET TECAECC TCTACAGE TTCT T GECAAGCOCALGETECOIGEETGOT
TEET EECCEERRG T TG A T T TATAGC TT U T T G BEAGLCC AL GETEC OO GO ETGCT
TGEEC ARG RGEG TR T A T TAT G TICT TT G EaRACCCACARGRICT GOST GET
BB T o Y N B M T 1 i e gl ] Tt i B e I.,:i'...l...l..._-‘ltn.l. GCT
TAGG T T T T e T AT G e T TG T T LA GG RECC ARG S TC TS AGCTRCT
TARGFEC T T TR CT O ET Co T TC T E T TOCCAGGRC GACCACEC T TEOCAGTTECD
it e ] ] e 1 ] i o e T ] e e L T i
MEEECCTGET T GO O CAGC T LT L TE T TRCCT GECC AG DO CARC Do TGL O DERTGLD

TG o CA G T T T A G T TG T T T GT CT UL T T Lo TG CATCAC GETED
T TG R AREET T I TCACCG TC TECTICTCCAT CT BCCTAT COTECATC A CETEC
TC TG ECCAGECC CECT I T O T TS T I A AR T TT G AT CT O TG TATO GO O T EE

TG ET AR oI CT TT T T IO GEET T ECCAT TT TCCTCT OO Ta To T EACRAT LD
T ECTEC G A C I T T T T T T GG T T TGO AT CI TC T CT e TS OC TR AR T S
TECTRC R RGO T e O TG T I T ACC AT CT TC CT GTOC TECC TEACAGTTC
TET T B AR T TR o T T T I T O CAT CT T CT GT OO TGO TGRECATTCD
TIGCRCAMC AR CARTGHCT CA L T O T T A AGGC TG CTBAGCACAC T TTOO TGS
TGO CRRCARC CART GECTCACC TC OO T TCACAGEC TR CTGAGCRCACTC TTCCTES
TEGCOCRECACCCACTGT TCCACC TCCCRC TR TGECT G CTGAGCACGTTTITOO TS
TEEC oG AL CC T ET C oA O T LG T A GGG TR CTRAGCACACTC TTRC TR

G N AGA T T I G T BT UL T AAGA TG AR GO TR CARGC GO TACEGTT
G T T CAGA T G T TSI GTCT TOARGA TEECCRAEROGC CTEC CARGT BCCTACRGTT
GITCTTTCCAGATCEICTEOGCCT TCARGATGRCCRECCGE TTOCCRACRCGCCT RO AGET

GUTCCT TCCAR. TEEI CATC AT CT TCAACT TTICTACCAREETRCCCRCATTCTACCRALR
GCTCCETCCARC TRETCA TCA T CT ToARGT TT I CTACCARGGT GCLCACH T TCTACCETA
GET AT AR TAR T AT AT CT TCARGT TT TCCRCCARGETRCCTRCATTC TACCALS
G T OO T CAR TGEI CT T A T O T RA T TT TC T GCCARGETRCCO RO CTTCTACCETE
AAGCRGCTGACACC TT TG TGGAGT CTEAGC TGO AC T EAGE THGECARACTOELTATGER
ARG RGCCEAGR T T TG TH AT CT AL TECCAC T GAGT TEFGCARACTERCICIGER
ARG EGOCEAGATATT TETEEEETOGEAEC TECCACC ARG TGEGO TGAGARGAT GG TS
REEC RGO EAGA T TT e TG EA T CACARC TG T T EA B TG CAGR DO GLUT GAGTE
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Figura 1H
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ES 2625342 T3

T EEATECE T A ACESECCCTRCETCT TTGT GG OC T TCATCACGECC ET CARGET 5
T GGEAT GG T T A A GGE e T ATGTCT TCET BECC T TEATCACGGCCAT CARGET GG
ACTGEEETCCEC TR CAGEE R TRACGTCT CTATGGCATT TATCACEE TACT CARART GG
CTT e AR AR AT G TG GG AR T AT TCETCAT T T AR T CACGET CCATTIGOT
CoT RS AR A AT R TR AGG T TAT TG T ATTGT CAGC TCCACGET CCATTIGE
GGG OO ARARC R GG TR TRECCTGTT TETEATEATCAGC TE AGCEGLCCAGITGE
O TGEEET o AARARC A G T T GG CC AT T TE T GET CATCAGC TCAAT FECCCAGE TG
BCIRCCT IO EEGERCTCTEEECCTEGC TART GATACT GTTGECCACTTTIG TGEAGECAG
BT AT GGG OO TEGEC T TRGC TEET GETACT R TGEOCACTCT TH TGERGHCTS
e TG e e e TG TGO TG TGS TG TGO TT EC TATGCTGECAGARGCCE
GOTGC e TGGEEEEC oo TR TGO TEETGE TR TR TG GRECATGCT GETEEAGETLG

TG PG GO AGEC AR AT GO TGECCRCCRCCATCARCCCC AT THECCEGACLGACICCG
CCCTGETEETEEGCARCA TR TGECCACCACCRT CARCCCCATTEECCEEACOGRC LTS
AT T TG TRAT TGECAT R TR R GEGCCTUART COCACCACCCETRETGACCCCE

T e T T oA TG T TG AR T CTREACCCCACGEOCCALC === AGTRTCAGT
TCAT TG T T AT e T TR TART CT EGACC AL GACCC A —— - GEERRTROCARGT
T AT TG T TARC TP GG T GETGET T EEACCCCAC TEC O TEC TR -—-GEEARTADCAGE
ToATC G T e TR TTGEET GGG TET GRACCCCACTECCCAC C A === GERAGTROCAGE
R TA TG TGO T EE TR T TTEATC G TT T oo R CAGAGGTGET GA - —CAGRCT GG TCRGT
RO T A TG TGO T EETAC TTGATEEC TT T C OO To CAGA RS TG ET R~ —CAGA TT G CAGET
CATTETETECCTEETACC TG ETAGLC T TECCGECAGREE TG ET Bh=-CaGEACT GE0GEET
CRCTETECACCTEETACC TEET R C T TCo B UEGRAGG TGET GA~—CGERCTGECACAT

RGO TR T AT A T ST T TG oA DS TRACTAC CECAR GEEE TRCTCTTCR
AT GAC A AT AT GA T ST CT e T O R O TR TR O AR CGEGITACTGTTCR
AT GA O A AT AR A T T T T OO TG AR CCCARC TREOCECARCRECCTEI TG TTCA
GO T AT TG TGAT T T TEAGTECACACGAGETCRACTCTET G EC TT OO TEGT G0
G T oA T e TEAT T TCEAG TR ACAGAGE TCARCT CTETAGECE TTCC TG TIGE
G T AT C T EETERT o T T GACT GO ACAGRGACC AACT COCT GG TTCATACTGE
G T TG TGE TG ET GO TTGAT T GCACAGRGECC RACTCACCGEECTICATETTEE
BCTECCCRCAGR-GETAC T GERGCACT oA TEUGT M CTGEET CAGLCTGEGLTTGE
GoTECCC O GEA-GETACTGEANCACT GCCECATGOEITCCT GRET CAGCCTGERGLT TGE
ACTECCCACAGR-GECECTEETEHACTGECACG TECACTCCIGEATCAGCT TCEELCTGE
GETGCCCRCEER-GECECTEET ECACTGULGCACACGCTOCTGEGTCAGLT TEGGCLTAG

R RCCRGCATBGRCTT ECTGCT GTCCET Go GGG T TTCAGD TTOGCE TACETGGETARES
RCRCCAGCATGGACTTROTGOTGICTEY GC TGEG ITICAGCTTCECI TACATRGEEARGS
A ACCAGCCT EGAC T E TRC T O T AT GE TERGT T TCAGE TTCGEC TRCATCEECRARG

= e 3 e e e ——

T A A AR AT T T T A T AGCRCCTITETCTECAGCTRACCT GEETRAGS
ST CACCCACRRCATTCTCC T T CATCAGTRCCT TEGT CTECAGLTACCT GEETAAGSE
T T T A A TG e C T O T T LA TCAGT GO C T TT R C TR RGE T RO CT GRGT RAGS
CTT TG TACAR TGO T T TE LG ToAGCGLCT TTGECT G RGO T RECT GRECARGE
TGEoACATCRC SRR T RCRAT ST TAGC TT TCCTC T T TTCT GEGoRCTT TOCTGHTACRGR
TEORCAT R CAA TG AGTGT TAGC TT TCCTCTECTTIC T GRECRCTTTCCTGETRACAGA
TECATGECCACTAACGCAT G TEGCCT TECTC TR TTLCTGEGCACTITCCTGET GLRGH
G RC G R T G RO G GG CT TTCTCT GE TTOCTGRGC AL T TT OO TEET GLGER

AR T ECCCRCCARC TRACARCEARGCCARGTICATCRCCC TCAGLATGRCCT TCTECT TR
LG THCCCACCARCTACARCGARGCCARGTTCAT CAC TC TCAGCATGRCCT TCTCCTTLR
AGCTECCCRCCARC TACARCGAGGLCARGT TCATCACCCTCRGCATGRECTTCTATTTCA
BACT R CGGARARC TATARCGARGCCAM T ET ETCACCTTCAGCCTEGCTCCTOCRCTTEG
ARCTGCCAGRGAACTATARTGAAGUCARATGT GICACCTTCAGCCTGETCCTCARCTTCG
A PTG RGAGARC TRCARCGAGECCRART GTFTCACC TTCAGDC TR T TTCARCTTCS
RCCTGLCAGARGAACTACARCGRGECCAAATET GTCACT ITTAGTCTEOTGUT CARC TTLG
GLCAGCC T GEC O TR AR LT F G TEGT LT CACC PO GL AT EE TAECTTATTTCA
GUERECETGETCECTATARCCGTECCCETGGCCTEACC TTOGCCAT GO TAGS TTATTTCA
GGG CAGEECGCTACRA TGETHECCEOEEECTCACC TTTGCCAT GO TEECCTROTTCA
GO ARG EEECCECTAC AL ET GGG TCACC T T TGCCAT EE TGECCTACTTCA
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Figura 1l
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ES 2625342 T3

T LT LR T CTCCCICIGCACGT TCAT BT CTETCCALGAT GGUGTECT GETCACCATER
T A T Y T TG A O T TOAT T TR TR AL GACGELG TRUT GO TE AL CATCR
CCTCAT CoETCT oL IO TGO R C T TOAT BT CT BC CTACAGCGEGETECT GETCRCCATEG

T A B Fey (ST RSP

TR T R TR T T T TTC R CATE To AR AT TTACCAGEGECAGC TACC TRC DD ECEG
TATCCTEERTCECCTTCTTCRACCATREECARCAT TTACCAGSECAGCTACCTECCTROES
TG e EER T GC T T T T AL A G AR ETC T ACGRCGEC A G TACC TR CT LR RS
G GG A T T R T T T T C A L A G E O AL ETE TACC AL CARETACTTEC OO FCEE
TCRCCIGEETCTCTTTTETECCCC T CT GECC AN T GT GCAGEE GECCTACCAGCCAGE TE
LT TG T e T T T T T O T O GEC T AR TG T GCAGE Y GEC CTACCAGC CAGE TG
TeACCTGERA T ToCT TTET I L TE T T TR o AR TG TECACET GRS TACCRAEC CTRC0G
TCRCCIGGETCICCT ITET R CCCTCCEGECCAN TG T GCAGEIGET COTCAGECCCEECG

TEEATCTCC TGETCACTET G TCARC T TC TS G CATCEGETEGEEEFTACTTIGEECCCR
TEERCCTOC TG ET CACT G T G To AR T T TS G CATC GG T TG RGATACT T TG CCTA
TERACCTET TGET CACT T G TCRAC CTCCTEGC CAT CAGCC TG EECTRCTTCRGLCCCA
PEAAT T B MGG R GGG T GO A T TGRGT BE G R T TC AR GECTATTTOC TOOCTA
TCART BT EC TGO AGEECT GACCACAC TGRAGCEECGEC ITCARD EETTRCTTCCTCCCCA
CCRACATEATGECTEGECTGRAGIAGCC TGRGCRGOGECITOGGT GGG AT TT TC TGLCTA
TR BT G P E GO T A G ARG TG A TG GC TTCARC GE TT AT TTCC TRCC TR
TECRGRTEEET GO TATCCTAG TC TG TG CCCTGEECATCCTEETCACCTI TOCACCTZICCA
TECAGATEGEETGCTATCT AT T PG TG CCCTGGECATCOTEGCORCCE TCCACCTHEC A
TG AT G R A T T O T T e TE Lo L TG TAT O CTRG O RS CT TOCACC TR0 A
TECRGRTEEGECGCCCTOCIGI T TG TG TCCT GaECATCCTEECT GECT TOCACCTEOCCA

AGTET TRCATGATCCTTITICEACCOGGRECECARCACT TCRGCT TATT TCARTAGCATGR
BTG TACATGRATCCTTTICT AL OO GEAGCGCRACACCTCRGCC TATTTCRAATIGCA TG
AGTGCTACATGATCCTCT I TACCCEGRECECARCRCECCOECETACTTORRCRGCRTGR

RAT G TRACGTGATTCTCTBCCGTCCAGRACT CRRCHACACAGAACKRCTTTCRG G CTCCR
AGIGCTATCTEATITCTCTGCCGTCCAGRACT CRACKRAPACAEAACACTTECAGEECTECA
AGIGETRCGTGATCCTCT GO GLCCAGACCT CRRCRGECACAGRGCAC T TCCAGHECTOOA
A TULTACETFATCCTETEC OGO CCARRATT TRARCAGCRCACAGCACTTCCAGGICTCCA
AGIGCTATETECTTCTTT GECTEECARRGCT CARCRCCCAGGRET T TTCO TG GEAMGER
AR GE AT G A T TG T GE L T PG AG R T AR A CAGGRGT TS TTCC TE G RAGER
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Figura 2B
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Figura2 C
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Figura 2D
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Figura 3

Arbol filogenético de los T1Rs:

T1R1 murino ,T1R1derata
T1R1 humano

T1R3 felino
T1R1 felino

T1R3 humano

T1R3 de rata

T1R3 murino
T1R2 murino
T1R2 de rata
T1R2 humano
T1R2 felino
0,1
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Figura 4.

Conformacion prevista para la secuencia de la proteina 7-TM de T1R3 de gato.
La flecha apunta a una regién de posibles sustituciones de aminoacidos funcionales.
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Figura 5A Conformacion prevista para la secuencia de la proteina 7-TM de T1R1 de
gato.

Figura 5B Conformacion prevista para la secuencia de la proteina de T1R2 de gato.

A B Zona extracelular

Zona extracelular

Citoplasma

Citoplasma
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Figura 6A Secuencias gendmicas de T1R1 felino obtenidas mediante
secuenciacion de BACs

CTGGARAAAMANGGNGAACCCAGGATGATTCACCCCARAATTTCAGTNTCAGAARANTGAGGACTGGHA
GCAGGTCAACTTAAAGTCAGTTTCATTTGGTARACTGAGGCCCAGGTAARRAAGTTCTAAARCCCACAG
CTCCCTTCCATATTCTGTCCCCCRAGAGRAGCAGTGTCCCTGCCTTCCTCTGACCCCTGCCCCTCAAGA
CGCCTGGGCTCCCTTTCTGAGCCGGGTGRAGCCGCAGGCACCAGAGCGAGAACAGAACCCACARACCAT
CCAGAGGGAGGGEGCAGCEGCCACCACCTGECTTGCACCTETGCCTTCACCCTGCCCAGTTCCTGAGTA
GGACCGCAGGCCCGGARAGGCCAAGGCARACAGCCTGGTTCCTACGACTGEGTTCCAGCCCCACCCCTG
GCACAGGCGTGAAGTTGEGAAGCAT CTGGGCAGCCGCTGTCTATTCTATTTAAACAGCCGAGCTGGTC
AGAGGGTGCTEGCTGGCCATGCCAGGCACAGGACGEACTGGCCAGCATGTCACTCCCEGGLGGCTCACT
TGGTCGGCCTGCAGCTCTCCCTCTCCTGCTGCTGGGCTCTCAGCTGCCACAGCACAGAGACGTCTGCC
GACTTCAGCCTCCCTGGGGATTACCTCCTCGCAGGTCTGTTCCCTCTGCACTCTGACTGTCCGGGLGT
GAGGCACCGGCCCACGGTGACCCTCTGTGACAGGTGAGTGAGGGETCCCGTGCCTCTAGGACCTCTGE
CCATCCTCTGTCCTCCTCAGTGAGGAT CCTTGGETTGTTGAT TCGAGTGGAGTTAGGGCCTTTTAGAGA
GCTGAGACTCTAGAAGCTAARCCACGTGTTGCTTTACCTGTCTTCCACCCTGAGGATCACACGTTAAG
TGTTCTTACCAGTCRAAATTGAATATGTATCAARCARRAATARATGGCCTTCCATGCTGARATARCAR
ARAACAGACACGCATGGAGAACCTACTTTGTGGEGGCGCCTGGETGECCCAGTCGETTAAGTGTCTGCC

CTTCGTTTTGGCTCAGGTCATGACCTCGGGETTCATGAGT TCGAGCCCCGCETCAGCTCCGTGATGA
GCCTGGAGCCCGCTTGGAATTCCCTCCCCACCCCCACCCCCCGCTCATGCCAGCTCGAGCTCTCGCTC
ACTCTCTCAARATARACTTAAGAGGGGCGCCTGGGTGGCGCAGTCAGTTAAGCGTCCGACTTCAGCCA
GGTCACGATCAGCACATTATTTCCTGGACCTTCCATTCTCCTTTCGCTGTACAGAGCT TAACGTARAAC
TCCCTGGCAAGACCTCCTTICTGATTTTAGARAAGGCCAGCTTATTGGTTTGGTTCCTGTAATAGCTTA
ARARATAGARTCCAGCTGTATCAGGAAACATTTAAARARTCGTATCAAGGAACGACCTATAACAGTARARR
TATTTTTAAATCCCAGAGTGTTTTCATAARAGACACAGGATTACATTACTCAATTATTTTTAAAGGGTT
TTTGA&AAGCCGTGTTTCACTTGCCHTGGCTAﬁTGhTTRTRGGCATCCGAhTGEGCCTGTGGCT&TGA
CTTCAGTCTGTTCGGTGGARATGACTCTGATGTCATARACTGACTCGGCTTCGCTGACAGGRAAAGTCG
TACAGARGARRAGCTGTTCGAGCCCATATGTTGETTGCGCT CAATGTCAGGAAGGEGCGACGTARATGT
GTGCAGARATGGGCAGCTGTCGAGAGTGARGARAAT TGCGAAGTTGGCACGGAAGAGGGGACCGAGTCC
GAGARGGCTGCTGGATARAGCAGAGCTTT TGCAGAAGAGAAGGGCCEECTGCTGTCCCTATCCTGETG
GCGGRHCCHCTTHGBBBCRHGGCGTCHGHATTAGAG&CTTCGGTTCETGCBGGGAGGGCGGCCCAGGG
GEGETGGCGTCCTTGEAARCTCTGGTAAGT TTGAGATTGATCCCAGGGGTCGTGGGATGCAGCCTCGCA
TGAGACTCTACACTGAT CGATGAGAAGCAGAAGCCCCTTGTCTGTGAGGAAGGGGACACGAGCAGTTG
GCACACTRAARACGCARAGGACACGTTTCTACGAGRARACGGTACATCTGTCTGCGACACAGAAAGATCC
CCGCENACCAGTCNTCGHNNNNNNNNTTCCENTGGCATTCCAGTCAGCAGTTCCCGAGAGGCACTGAGGA
ACACAGGCCCTCACCACGTTCACAAGTGTCCTGATGAGAGGGATACTAGGTARACGAGGTTCGA : CAG
GIGTGGTGGTTAATTTTATACATCARCCTGGCTAGGETACGETGCCCAGTTGTTTGGCCARACACCAG
TCTAGATGGGGCTGTGARGGT TAACATTTARACCARCAGGGTGAGTARAGCAGATCGCTTTCCATTGT
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Figura 6B

CTGGETGGGCCTCATCCAATCAGTTGARGACCTTAMAAAGAAARAGATTGAGGTCCCCCCARAARDGGAAG
AARTTCTGCCTTCGAACTCAACACTGCAGCTTTGACCACTGAGAGCATTTCCAGCCTGCCCTGCARAC
GCCAGACTCACCAGCCCCACAATCATGTGAACCAATTCCTTARARATAAACTTCTCTTTCTCTCTCTCT
ATCCAACTGGTTCTGTTTCTCTGCAGRAACCCTGACTCACGCAGCAGGTTTCCCTGCTACAGGACTTCA
TCAGCCTTTCAACCCTAATATGCTCATCCAGGGAGGAATGGTTTGTGGTITTCTCCARGTTGTARCCGC
CCCTCCCCCCCCGLCCCCECCCCCCCARAGGCCTGTTAACACAGCTGAGTGTATGGTACAGGGCCCAC
AGTGAGGTCATGGET GGTAGGGGACGGGACAGATGCCCTCAGAGTTTCCTTTCTACCCTTCCCCCCACC
CCCGACGCCAAGAGGGTCTCGECARAGGCCTTGCTCCTCTGAGCTCTCAGCTGGGCTTTCTCTACAGGC
CCGACAGCTTCAACGGTCACGGCTACCACCTCTTCCAGGCCATGCGGTTTGGCATCCAGGAGATAARC
ARCTCCACGGCCCTCCTGCCGAACGTCACCCTGGGATACCAGCTGTACGACGTGTGCTCEGAGTCTGE
CRAACGTGTATGCCACACTRAARCGTGCTCTCCCTGCTGGGEACACATCACGTAGAGAT CCGAGCAGACC
CTTCCCACTATTCGCCTGCCGCCCTGGCTGTCATTGGGECCTGACACCACCAACCACGCAGCCACCACT
GCAGCCCTGCTGAGCCCCTTCCTGGTGCCCCTGETGAGCT GGAGCCCGEGEGCCTGTCCATCTCCCCT
GCCGGCAGGTCCAGTGETGGGECTGAGGGEETGEEGEEETGEECAAGAGCTGCCATGCCCACTCTGAGTC
TCCTGGETGGTCACATTGCAGGGEGCCCTGCCCCCTTCACAGTCCCCGCCCCAGCATCCCTTCCTCCC
CAAGTGCTGCATCCAGACCTCCCTGCCTCAATGTCCTGAGAAAAACCGTCTCCTTTGARACTGCTGCC
CTTTGCTCTGCCCCCTCCATTCCATCTCCTCTGTGAAGAACGGAACACCCTTTGTTTCCCACCTCACA
CACTTGTCCACTTCTICCCCGCCCTCCTCCTTCCGGTCTTCCTTCCCTCCCTCCCAGCTCAGLECTCAGA
GGTGTGGTCCCCCTCCCCCTCCAATGCCGTCCTCCTGGGCCTCACCCTCTCCTCTGCTCETAGGCCTG
TCCTAGGCTTCCTCCTCCGCCTATAAGCTGGCTTTACCCCTCTCTEGTCTTCCAGGCACCTGTGGTCTT
AGCGCTIGCCCICTCTCTGAACCTCGTTCCGTGGARACTTGTGCACTGAGCTCTCTCTTICTTGTTTGCT
TCTCCCTCTCATCACTTGCTTCCCGGGCCCCTGCCCTGACTGCTGCACCACCACTCCTGCTCTTGTGA
TCTCCAGGGCTTTCTAGATCTCCAGGTCCAGCARATGCTTTTCAGCCCTTCTTTGCTTGACATGACGA
CTTTGTGACARATTTGACCAGTCCTTCAGTGACGCTCTTGCCTCGGCATTTATGACCTGCCACCTCCC
TCTCACTTGTGGTACCTCCTTCTCAGTCTCCTITGGAGAATCTCCTCCCCCCCTCTTCTGAARRAGTG
GATGATTCCCCGAGTGCAGGACCACTCCCTTTCCCAGGCAGGTGCTGGGAGCARACAACTTTCCCTAC
TCTTCAAGAATCTITCIGGCTGETCTRAAARATAAGTTGATGTGACACAGANARMAGGRRAAAGTCARAT
CACGTATGTACAGGGANCTACNAAACACCAAAGGTCAAGANAGGARAGNGAGGCTANCTGCTATCTGA
ACTATGRAACAAGGGNAGGGGTARATTCAAGGAARAGAAGARATCANAGARAGARGAGGNANGGTATARL
AGNTGCTGGCCATCAAAAATGGAAGGAAGAAT TANAANNGAT T GGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NHNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNE N NN NN NCTTTTT CCCGTCACCGETGGCCAGGETTRAAR
TTCAGGCTGCCARGCTGTTTTITTGGEGATGACTCCAGCAGTCTCCTAGGGAGTTCTTCCTGACTCTGGT
CTTGAGCCTTTTCTAACACATTCTTCACTGAAATCAGATACACCCCTGAAACACAAGTCTGGGCAGAT
TACCTCICTGCCTAGACATTTAAGEGGCTCCCCAGGECCTGCAGATARAGACCAAGTATCTTAGCTAT
C?TGGTGCCAGGAGTRAGGCCTCCTGCCCTGHCCHG&CACGCCTACTTTTGTGCTCCTTCTTCCGGCT
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Figura 6C

TCCAARCCTCCTGEGTCAGTTCTCTCACTGEGTGTAGCTTTTGTTCTCTTCCCCTTCTTCTCCCACARA
CCTCCCCCTGGGTTTCTGCCTCTTCTTTAGATGTAGCTGGTCGGCCTCCTAGTCCACCAGAGCTGTCC
TTGAGAGCCAGGGCTGGGACCATGTCTCCCTCCTCCTCGEGTCCCCGCGCCCAGCACAGGGCCAGCAC
TTGGAGGCTCTGAGTTGAGGCCAAGGCCACTGRAGTCECTGAACTGARCCCCCCCCCCGGCCCCCCTC
CGCAGATCAGCTACGAGGCCAGCAGCGTGACGCTCGGAGTGARGCGGCATTACCCCTCGTTTCTGCGC
ACCATCCCCAGCGACAAGCACCAGGTGGAGGCCATGGTGCTGCTGCTGCAGAGCTTCGGETGGGTCTG
GATCTCGGTGGTCGGCAGCGACGGCEACTACGGGCAGCTGGGGGTGCAGGCGCTGGAGGAGCAGGCCA
CCCAGCAGGGCATCTGCGTTGCCTTCARAGGACATCATCCCCTTCTCTGCCCGGCCGGGCGACGAGAGG
ATGCAGAGCATCATGCACCACCTGGCCCGAGCGAGGACCACCGTTGTGGTCGTTTTCTCCAGCAGGCA
GCTGGCCAGGGTGTTCTTTGAGTCGGTGGTGCTGGCCARCCTGACTGCCAAGGETGTGGATCGCCTCAG
ARGACTGGGCCATCTCTAGACACATCAGCAATGTGCCCGGGATCCAGGGCATTGGCACGGTGCTGGET
GTGGCCATCCAGCAGAGGCTTGTCCCTGGCCTGAAGGAGTTTGAARGAGGCCTATGTCCAGGCAGATAAR
GGGGGCCCCTGEGCCTTGCTCCAGGACCTCCGAGTGCAGCAGCAACCAGCTCTGTAGAGAGTGTCGGG
CTTTCACGGCAGAGCAGATGCCCACGCTCGGEGCATTCTCCATGAGCTCTGCTTATARCGCCTACCGG
GCAGTCTACGCAGTGGCCCATGGCCTCCACCAGCTCCTGGGCTGTGCCTCTGGAGCCTGTTCCAGGGA
CCGAGTCTACCCCTGGCAGGTAAGGTAGC CCAGACCCCGGCACCCTGARACGGGGTGCTTTCCTARGG
CARACAGAGTGATCCCTCTCTGGCCAACTGAGTGCTGGGGET GGGEGACARAGGCCACCCATCAGRAG
GCTAATTCCTTCTCTTGGGCTTCACTTCTCTGACCTCGGCCCCTCCCACCACCATGCTCCAGACCCAG
GGCTAARRATCTCTGGGARACGGGCCTTT TTAGAAGCTTCCTCTCACTCAGGAGGCCAGTTGGGAGGS
TCGAGGGGCTTCCTTGGAAGGGAGGGGGCTCTGAAT TTCCAGACAGACTGARACCACCCARATAGARAG
CATTTGCTTCCTAAGCCTTCCGGGTCTGGGAGAGTTGAGGAGGAGCAGCCTGCGTCATCTGTGGCTGC
TCCATGATCCCCGTTTATCTCAGCTTCTGGAGCAGATCCGCARGGTGAATTTCCTCCTACACARGGAC
ACCGTGAGGTTTAATGACAACGGGGACCCTCTCAGTGGCTACGACATAATTGCCTGGGACTGGAGTGE
CCCCAAGTGGAACTTCAGGGTCATTGGCTCCTCCATGTGGCCTCCAGTTCAGCTGGACATARATARAA
CCARAATCCGGTGGCACGGGAAGGACRACCAGGTAATGGAGCCATGGTCACTCACCAAGTCACCGCCT
TACGGGCAGCCTGGAGCCTGARGTCACTGTCGACACAGCTCACACGGAGCAGGAGGGGGLCCCGEETG
CCAGGCCARCGTGGCTCTATCCAGCCCTGCCAGGGARGCCCCACAGACCGCACCCAGATGGCCGECTE
CAGCTGGTATACACAACCAGGGGCTGTGCCCTGGGAGTGAGCTGTGAGGGCAGATGCACGGAGACTCC
CATTCGCCATGTGAGCATCCCTTGACTTGGECCACTCCATGTGGTTCCAGAACACCTGTGGCTTCTTG
CAGGTGCCAARAGTCTGTGTGCTCCAGCGACTGCCTCGARAGGGCACCAGCGAGTGATTTCGGGTTTCTA
CCACTGTTGCTTTGAGTGTGTGCCCTGTGAGGCCGGGRAGCTTCCTCARCARGAGCGGTGAGTGTCCAA
ATGAGTGGGAGAATGACTGGGCACTCCCAGGGTCTGTATGGCAGATGAGGEGATCTCCCTTGGGCCAC
GCACGTGCAGAACCAGAGCCTTGCTCCCTCTGTTGCCAGT TGAGGTACAGGT TGTAGAATATTTGCCA
CCAGACTGAGTTCTGATGAAGCAGARACCARCAACCAGTTGAAATCCTCAGGTCCCCTACGTCTTTTA
CTAGAGGGCTCCTGATGCAATCCCTGCAGATGCAATCTTATCCTAAATTCAACCTTTTTATGCGARCA
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Figura 6D

GATGTAGTTATGTTCCCTTGTCCCCTCCCATGCTGTCTGTGTGAAGTCCCTTCCGTCGCCCCTGCCAR
AGACAGCCAGCACCTTGGACAGCT IGGCCTTGATGCAGATACTAT TG TATCCGCAGACAACARACATA
GCATACTCCACCCHGTGATGGTGCAAGGTCAAGATCRGHG&GCHAACTCHEGTAGCTAEGGGCTCHGC
CCAGAGCTGGACTCTGTGAGCCACGTTCTTTCCTTTTACTATCTCTGTGGGCGTGAGRACACATCTCT
TCTGTTCTCAGAGAGTCAGAGAAACCACAGAATGGCAGCACAGATAGGGEGGCTTTGGETAATCCEARGE
GCTGGGGRGHTGH&RATGCCCTTCCTTTGGGGCTGGTTGCTCCTGTTGGATCATAGCCTCRCTGGCAT
GTGGGCAGAGCTACCRGAGTAHGGCCCTCTCT&AGGATCTCTCGGTTTGCHHGCCCCTTCTGGGATCA
TARGCCATACAGARCCTACCCARAGGGTCTCCAGAATCTGCAATTAACACAGGCATCTGGAGGARRCAC
TTGGCCGCGGGGCCCCACTCAGGGCTACCCCCTRTCTCGCTGTGTGCAGTAGGAGCCCGGCTTCTGGG
GTHCRGCGCTCCCAGCHCCTTGCAGGCCTACHTGGCTTCCCTTCCTCHTTCCTGCTCTGCTCATCTAG
GCTCTCAGGAGCCCCCTCCACCT TTTTCTTCCAGACCTCCACAGCTGCCAGCCTTGTGGGARAGAAGA
GTGGGCHCCCGCGGGAAGTGAB&CCTGCTTTCCRCGCACCGTGGTGTTTTTGACTTGGCACGRGACCH
TCTCTTGGGTGCTGCTGGCAGCTAATACGTTGCTGCTGCTGCTGGTGACTGGGACTGCTGECCTCTTT
GCCTGGCACTTAGACRCCCCTGTGGTGRHGTCCGCTGGGGGCCGACTGTGCTTCTTCATGCTAGGCTC
CCTGGCAGGGGGCAGCTGTGGGCTCTACGGCTTTTTTGGGGAGCCCACGCTGCCCACATGCTTETTGC
GCCHHHGCCTCCTTGCCCTGGGTTTTGCCATCTTCCTGTCCTGCCTGHCCATCCGCTCCTTCCAACTG
GTCTTCATCTTCAAGTTTTCTGCCRAGGTACCCACCTTCT&CCGTGCCTGGGTCCAAAACCHCGGTCC
TGGCCTHTTTGTGGTGETCAGCTCHATGGCCCAGCTGCTCETCTGTCTRACTTGGCTGGCGGTGTGGA
CCCCACTGCCCACCHGGGAGTHCCHGCGCTTCCCTCAGCTGGTGGTGCTTG&TTGCACAGAGGCCAAC
TCRCCGGGCTTCATGTTGGCTTTCGCCTRCAATGGCCTCCTGTCCGTCBGCGCCTTTGCCTGCAGCTA
CCTGGGCARGG&CCTGCCAGAGARCTACAACGEGGCCHAATGTGTCACTTTTHGTCTGCTGCTCRECT
TCGTGTCCTGGATTGCCTTCTTCACCRCGGCCAGCGTCTACCHGGGCAAGTACTTGCCCGCGGTCA&C
GTGCTGGCGGCGCTGAGCAGCCTGAGTGGCGGCTTCHGCGGTTATTTCCTCCCCAAGTGCTACGTGHT
CCTGTGCCGCCCAARATTTAACAGCHCACAGCRCTTCCHGGCCTCCATCCAGGHGTRCACGAGGCGCT
GCGGCTCCACCTGACCHGTGGGGCGGGCAGGGCCTAGCCGGGGAGGTGGGGGGTGGGGGGTGAAGGGG
TAGREGGTGGGGTAGGGGCGCCTCCCCTGCCCTGHGGGTCGAAGGTCGAGCGAGGCGRGCGGGCCCCG
CGCCCTCCGGGRGGCCTTTTGGACTCCTGTCTTGGCTCGGGTAGTGTACGCTCACGGGAGTCCRGTCC
AGGCTCCGAGCTGCCAATARAGCGGTGAAACATGCGTCCTGGCTGCTCTAGCTGTCTGAACCGHGGGT
GGGGECG
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Figura 7A Secuencias gendmicas de T1R2 felino obtenidas mediante
secuenciacion de BACs

TTAGCTGCTGARRCGCTECTTT TTAGCARARGGCCGTGACCTCATGATGTTATACGTCGTEEAGATTGA
GARCCAGGTCCTRAGCATCTGACTATGTGCTTTGAGTCCCCACTTTTGCTGETTETGCARCOCASECTCR
GUTTCGTAAGCTTCTCTETGCCTCAGTTTTCTCATC TG TGEAATGEGGCCEGTCATAGTCCCCETTATT
GTGATCATCGAGCARGATGGTGAATGGCGAGCACACAGCATGATGCCTAGTTCTTACT GRALCACCTET
CCTGEETCAGGGGCTGTATATARAGTACTACCTGCCAGGATCAACTTGATCCGGTTCTATTCTGTCTCC
TGGGETGAGTATCTGTGCCCTTTACTCCCAGATGT TGGARATGTCAGGGGCATGAGRCCTGTCCTTAACC
GAGTGGCAGAAGETTAAGT TTGTGT COGAGATAGCAGEACATGCT I TCTCTACCTCCGLARGECGTTCT
CCCAGACCCCCCAGGGCCCACCATGCCCTGCTAGGARGCCATCATCCTAATTCTAGCCTCTTCTTCOGE
CCCAGAGTTCTGAAGCTTCTCCACCTGTCCAGGTGTTTCCCCACCCC T TCAGCCACGGCARGACCGTCA
CTATGTARATGTCTGTGCAMATCCCCTGETGTCARGC TGCCAGCTC TCTGAT GAGGCAGGECCACCTOD
GGGGACCCCTCACTTCCCAGCCATGGEACCCCEGECCAGGGARGTCTGCTGCTTCATCATCCTGCLRCE
GCTCCTGGECTGAGCCGGCTGAGARCTCAGACTTCTACTTGGCTGGGEGATTACTTCCTCGECGECCTOTT
CACCCTCCATGCCRACGTGRAGGGCATCGTCCACCTCAACCTCCTGCAGGTGCCCCAGTECARGCARTE
AGTCGCCARTGTGEEGCTGGRAAGTGEUGALGEGEGEECEEAGTGEEAAGCCTGEGCTEETCCTGTECTCCT
CAGGGEGACCACGCCAGGACCARGGEGCTCARAATGCTCTTCCTCAT TCATTGCCARCCTCTCATCCOGCA
TTATCCCCACCGGCCTGCAGGGAGACCCCATGCAGT TCATGTTACCAARATC T TTCECAATTGTATTCT
GRRAATATGGRAGRGCTGET TGTCCCGCCETETETC I AL TARATARAGAGTTACAGGGTACTTGAGCOTG
GAGGGGTTGTAGAGACCACCCCCACCTACTTTGTCARGTGEGCARCTCCTACTGAGTCCGTGTCAAGTC
CARGTCTAGACACCGGGEGGTTATGCC T TTGEARGECAGARATCTGETTTTTCGGTAGCAGGTTCTCAGA
CTGCAGGGGARGGTTTGCATTTCTCTAGGGCTETEGTTAGGTGGEARGGGETECTTCCAGGACCAGRAG
GGATTTCCTCCACTCACCTTGTCCCCTGTGAGCCCTGEEEGTGECTGCATCACTCARGGTTGGETEAGR
CACCTTTGTGCARGTGCGAAGGCTGGGAT GGCEGACCCAGCGTGEGATGATGAGATAGTGACTTGCOTEC
AGAGAGGETGAAGGCGTCCTGTGAGAGAGGGAGAGARRALL S TCTGTGACGTCGEGEARGATCACATGE
TGGCTTGAGARTGACENNNNNNNN NN NN N NN NN NN NENNHNNNN NN NNNNNNNNNN N NN NN NN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGATGTGCAGGTGATRGTGAT GGCGETGATTETGACGETGGETA
TCGGTGATGETGGTCACAGACARCGCAGTTATAGTGAT GGCAGTGETGATAGGAATAGTAGETGETGAT
GGTCATTCTGGAGATGTGGCAGGT GACAACGATGAGAT GAARAT GCCAGAATCTTCTGEACTGGCTCCT
TCTTGAGCCACTCCTCGGCTTTCCTATGGCAGGCAGAGGGGACTCCCCGECTCTCOTGTCCCTTCoCCT
TCTCACTCTGGACCTGCCTCTCACCCCACCCCACATGGCTCCCCCAGGTATGARATAAARGTGTTEEEC
TACGATCTCATGCAGGCCATGTGCT T TECAGGGEAGGAGATCAATAGCCAGAGCAGCCTGCTGCCTRRE
GTGCTGCTEEECTACRRAATGETGGATGTCAGCTACAT CTCCARCAATGTCCAGCCCETGCTCCACTTC
CCGGCARAGGAGGACTGT TCCTTGCCCATCCAGGAGGACTACAGCCACTGTGTGCCCCETETGETEECT
GTCATTGGETCCTEECARCTCTGAGTCCACTETGACTGTGGCCCGCTTCCTCTCTCTCTTCCTCCTTCCR
CAGGGEEAGGCCCCTEEETCCTGGGETARAGEAGCTGEEGGECAGAGEAGTEGTTATCCAGGGEECTCACT
TCCCCCCACCGGTCCTGGGEGTAGGAGGAGGCAGGAAGTAGGGT CAGAATGTCARCCCCAATCCTRGRA
AGGCAGCCCAGCCACGTGGTTARGAGCTCAGGCTTGEAGGCAGACAGACCKGGCNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNHNNNNN NN NN NN NN NNNGCC TTCAGAGAGATCATCC TN TCARGEGGGCCCTTAT
TCCTTTNCCCCTGGGAGCCCNTCAGTNCCCACCACTT TCTGCAGCNCCCATTCGGETCTCCGATTCOTC
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Figura 7B

CAATCCACTCACTCGCTGTGTGGCTCTGGATARGTGACTGTCCCTCTCTGARCCTCAGCGTCCTCATCT
GCARRGTGGAGACATARCAGCACATCAGARGGTCGCGAGAATAGGEECGCCTGEEAGECTCAGTCGGETT
ARGCATCCGATTCTGEETCGCGECTCAGGTCATGATCTCCCGETTCETGAGTTCAAGCCCCGCATCGESE
CTETETGCT GACAGCACAGANCCTGCTTEEGATTCTGTC T TCCCTTC LT CTGLCCCTCACC TGO TTTT
GCTCTCTCTCTCTCARRATARATARATARACTTT TTARRARALAAGGALGGTAGTCAGAAARMLGCOGGET
GACAGAGATGGAGAGGECTCCACGOGGTACCTGECATGCTGCGAGCCCTCAGARC CCGTTAGCGACGGER
AGTGACCTGTGTGECGTCETCACCACCATCCCAGCAGGCCTTGAGGCTTCGACCCTGLCTCCCCCGLARR
GCTCACAGTCTCCEAGGCTCCEGGICACGTCCCCCEGEECETCCTGTCTETETCCCTCGRAACCCCGCCOR
GCCCTGLCGCACCETGAGCTAGTCAGCGCCTGCTGGETTCGTGACTCTCTCCGCCAT TG TGCACCOTES
GGECTGGEGGCCACACCCAGGGGCTCCGGTTAATTTAGATGCTTTCTTTCTCTGCCATCTGCTTACCCCCG
AGCTTGETTAGAGRGCCTGACT T TEGCTGEEAGTC TCCAGRACGTCCCGGGACCTCOCAGCARCCAGCAT
CTTTATTCTCCCTCCTTAGAACTGATGTGTGCAGTCGCTGTGCCTCTCCAGCTCAGAGCAGGGGTGETT
CCTGTGAACTGGGGECCAGGGGTGETTTCCTGGAGGGEGLARGECACCGACTAGCCCTCGARGARGGAGT
CGGEGCTTGECT GAGETGEGACAGGEEGAGAGCATGAGETTTTCGECCAGCTTTCTGTGCCTGEGARCCC
CCTCTCCCCACAACCCTGEGATCCCAGAGGCCT TARCGGGCCCCAGC TG TARCAGACTCGTCTETGTCGE
GCATTCCACAGTAGETGTCCCCAGGCTCCCTCGGGEGECCACCARAGGACCACARCGACATTACECEGACA
GGETCTCAGATTCCGATGEGTCCCC T GT TTEC TGGARCCATCTCCCTT TGGARATTTACAGCTCTCTTT
TCTGGCAGTARCCCCGCCCCTTGETGCTGGETACGARGEGGGCACCCAGAGCGGGECTCACCCAGCAGC
GCTGACTIGCTGCGTTGTCGGECTARCGGGTATTARCCGCCTCCCTCGCCGCTCCCATTOTCTTAGCTGE
TGARACGCTGCTTTT TAGCARAGGCCETGACCTCATGATG TTATACGTCGTECAGATTGAGARCCAGHT
CCTAGCATCTGACTATGTGCTTTGAGTCCCCACTTTTECTGGTTGTGCALCCCAGEGTGAGCTTCGTAR
ECTTCTCTETECCTCAGTTTTCTCATCTGTGEAAT GTETGAGGGGGAGACCTCAGTTTCARGCEGEETS
GCCAGGAGGGCCTTTCTGACARCTGGACARCCACCTGAGGEAGAGGAAGGAGTCGAGGEAGCTATETEESE
TGCCTHGﬂﬁGEGCGCTCCGGRRG@GGGGGCAGCGRHTGCAGRGGCCGGCRGGAGCCTGGTGCGTTGGCT
GARCCGETGAGCAGCCCCGGGACCAGGCGGGACAGTAGGAGARGATGAAGCCAGAGAGGTGAGGECTEG
GGTCAGTGETGGRGCCCCTTGEGEEGCCACTGAAGGACTCTGGECTGTCCTCGAGTGACAT TAGGAGCTET
TGGEGEACTTTTGAGC TGAGGAGTARGETGACGGACAAGTGGTCGCAGAGGCCACCCAROTECCACGARC
AGCAGCAGAGACAGCCAAGGGEGARAGGETGEEGGGCTGTGETGACCCCGGEAGGETEETGATGETGGCCC
GGTGAGGCCCTAGCTCACGCTGECEECCCTCCECTCTCCGGCAGATCACCTACAGCGCCATCAGTGACG
AGCTACGGGACAAGCAGCGCTTCCCGECCCTTCTGCCCACAGCECCGEECECCGATOACCACATCGAGS
CCATGGTGCAGCTGATGTTGTRCTTCCGCCGGAACTEEATCATCECGLTEETGAGCAGCEECEACTGCS
GCCGCGACGACAGCCAGCTGCTCAGCGAT CGLCCEECCEECEECEACACCTGCATCGCCTTCOGGEAGR
CGCTGCCCATGCCCCAGCCCARCCAGGCGGTGACGCAGTGGGAGCGCCGGCGCCTGAAGGCCATCGTEE
ACGAGCAGCAGCEGLAGAGCTCTECGCGCGTCGTGETCCTECTGTCECCARAGC GG TCCTGCACAACT
TCTTCCGCGAGETGCTCCGUCAGARCCTCACGGGECGTCETGLGRATCECCTCCEARTCOTGEGECCATOR
ACCCGGTCCTGCACGACRGGCCCACGCGCTGCACAGCCTCCTEGECTCCACCCAGACCAGCAGCTCCGE
GTCGTCTATCCCTGGCAGGTGAGECCCCACCCACGGAGACTCEEEGCCACACACGCAGGCECCGCCACA
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Figura 7C

GCCCTGAGTGGTTGCCATGGAGACCACTGCCCTGCTCTAGCGTCCCCOCTCTCTGGCCEGETCCTGEGECA
AACTGGCGGEAGAGGCCAGGGEACGTACCCTGTCCCCAGACACATAAAGCCAGRAGTECTTCATGETGA
CAALRCTCCTTTTTTTACATTARATGTAATCCTCGCCATCCARGATAGCCTETCCCGECAGGAGATTTGE
CTGRAAGTTTCCTEGRAAGGAGGCCTGECAGECAGTGGEECCCCCTEEGECCCCCTECCETTTCTCCAGGETG
GCGGCCTTGEGGEAGGACTTCTGTGTTCAGCTCTCTGAGGCTCTGCTTTGEGTTTATGCATCTTCTCTC
GTCCCAGGTCTGGACGATTCAGAGGAGTARGGAGGCAAGGAGTCGCCTGGATTCAGACCTGGAATTTAR
ATCTGTATTTTTCTGATCTGCGTGCACACCCGCECGTGCACACACACACACCTARCCACGAAGTTTATG
TAGGTAGRAGATTTTACTGAGEGGGCECCTGGETEECTCAGTCGGT TAAGCGTCCGACTTCAGCCACET
CACGATCTCECEETCTETEAGTTCGAGCCCCECETCAGGCTCTGEGCTGAT GEGCTCHN NN NN NNME
HHNNNNNANNNNNHNN NN NN NN NN NN NNAGCACCCCEAGGGCCCGEEEEAGEECACCTGAGCC
CETAAAGGGARACAGGAGTGECCTCTERAACCCAGETGATAGETCTCCGCTEEATGGCAGACETGACTE

CACGGGAGCAGGAATARTGTCEACACAT CGECCEEAAGEGGAGCACTTCCTGGTGTGCAGTCATTETEE
TAAGCTCCCAACATTGGGARACTCATGCETTGECT TCAGAGCCCGEEAGACAGEGTTTTTGTTGTCCTAC
TTTRACAGARGAGGAGACTGEAGCTCACGEEEETTGEECEGACAGECCCEAGGEUTCAGAGCAGGETEECAGA
GCTGETGCCTGARCCCAGGTGTGTCTGACTACAGAGCCGEGECTCCCAGCCGCTEGCCTCCCGGETGACC
ACATCTGCGETCTCATTGCCCCCTTGTAGGGATGTGEACACCCAGTCTCGTGGEETAGTCACTCTCCCC
CEGATCGAGCCCGACTTCTTTTITTTTTTTITAATTTTTTTTTCAACGTTTATTTATTTTTGGGACAGRAG
AGAGHCAGHSCRTGEEIGGGCGAGGGGCRGHGRGRGEEGGRGHCﬁCAGﬂATCGGﬂHﬂCHGGCTCCRGGC
TCCGAGCCATCAGCCCAGAGCCTEATGCEEEECTCEAACTCACCEEACCECEAGATCETGACCTGEITGA
AGTCGGACACTTACCCGAATGCGCCACCCAGGEECCCAGATCCGAGCCCGACTTCTGACGCCAGCGTCGEE
TTCCTTTCCCTETGGCCTCCCAGCTGCT TCAGERAARTCTEEARGETCARCTTCACCCTCCTGGECCACC
AGATCTTTTTTIGACCAGCGAGGGGACCTACTCATGCGCCTGGAGATCATCCAGGCACGGTGGGACCTGA
GCCAGARCCTTTCTGGAGCGTCGCCTCCTACTGCCCGETEGCTACGACGGCTGAGGECCATCCGTGACGT
CTCCTGECACACGEGCCRACARCACGGTCAGCTCTCGGAGGGCTGETGGEGEGCTGEERCCTGEGTCTGE
GCACTGGCTCETGCAGGGGTGECAAGGGCCCTETGGACCTGAGATCCATTATCGAGCACTGATGTCATC
CCTATTTGTGGETGTCCCTCCTCCCATTGACTARGCACTGTGGAAGT CTAGAGCTTTCTGGATCCTCAG
GACCCAGEGGCTCAGEGEECTGCACARRGTGARCGTTAGGTGGACACGTGTGTGCTAAGGACTTCAATT
CTCATGTCAACCCTAGGARATAGAGAGTACTGTTCCTCCTGTCTTTGGEGT TGEGARACTGGAGGCRACA
GRGGGEGTCCCGTCACCCATARARGGCCACACAGCTTTCGCATETCTCTATACACAGCATTCAGTCTAC
ATCCCATCGATTAGTACTCGCGTTTTGGGGACAGTAGCTGTGCCTTCACCTGTGTCTGACATCTGTCAG
TCTGRAAGCTCCTTTGTTTTACCCTCT TAGCTTACAAGCT GTCAGAATEGCCECGATGTGEEEARGETA
GAGACTCAGCCTCGTGEGGAAGGGEGGAGETGEGEEGACCTARARGT TCARAGAGCCAGGECACCTGEE
TGECTCAGTCAGTTARGCATCCGACTCTGGATCTCAGCTCAGTCTTGAT CTCAGGTCGTGAGTTTAGAL
CCCTGIGTAGGGCTCCGTGCTEEECECECAGCCTACTTARAARTAATAARLACANARGCHNNNNINNITN
HENNNENNNHNEEN NN NNNENNNNNN N NNNNGAT CCCCGTETCCATGTGT TCCAAGGACTGCCAGCCT
GGEECARRGGARGAAGCCCGTGGETATTCATCCCTGCTGCTTCGAGTETCTCGACTGCCTTCCGGGECACT
TTCCTCRAACCAMACTGCAGATGGGACTCACAGACCCACACCCOTGCCOTGLCCTGLCCTGCCCCECCCT
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Figura 7D

GGEGGCTCCCAGGECCCTTCATCTTTGECAGGGTCTCTGGAGTCTCATCCAGGGGACACAGGTGTCCAAR
GGCCAGGGACCATGTTT TEACTCCGCTTGTATCTCCCTARCCGCTGGTGTARGAARRATCTTCAATGCT
GIEAGEGCGTGEEEETEGEAGAAGGAACAGCCCTCARCCAGGCGAGGCTCTAACTGATCCCCTCTGCAL
ACACATGTAGCTGAGGSCCCACGECCETCACGCCAGAGARTGTCCACCEGATGARCCARACGARTGARTG
AATGAACGARCGAACAARCACACARATGAAT GARATGTCTCTGTCCGTAGARGAARTGTTTCTGGCAGAC
AGGGCTAGGATCIAATTTCTCTCTGTEGCCTCCCGRGTGCCTCGTGTAGTTCGGAGCATATAATGTTTG
CTCAGTGRATGTTTATTGAGTGACATCCTTGATGAGRAGRATTGACATCTCCCCCTATAGATCATAARC
TOCAGCGAARGGEEEEACRATGTCATCCCTOCAGTETTTACCACAGTTCACCGTTGEGGCCGARTTATTT
TPTTTTCATEACTTCACAGATTAGTARCTARGCGETTCTGTACAT CTACCGATCAGRGTACTTACGRCH
TECCCAGCAGRAGCCCAGGEUACAGEETAGETGCTCARCARARGTTTGTTTGCARTTGATCAGTRGCCGGE
ALGTCRAGGGGGCTCGETTTTATCCACGTCTGTGCTCTCCATCTCAGATECCTATCACAGT GEGETGELGT
TCARARAGAAACTTCAATARACGETCGAATGT CCATCTCACCAGAGGETACGGICT TGGRACGEAGGTR
TTACGGTTGCCAGGCTCTGAGTCARGGGGACCTTGGACCACATCCTGCCTCTGTAACTGGTTTIGTARC
NGOC T GEAGGAGCCTCAGATGLCACATCTGTGAARTGEGETTECACTGAGGATCTCGATEGECCGETEGEA
TACGAGEGACGCAGT GAGAGGTGCTACGACCECAGECATCGCCCTTGECTCGCCCCCTCCCTACCCCTA
CAGCOGECOEEETECAGE ECAGAGGAT GTGEETGLCEEGAAGETGGGTGTATCTGATGGARACTGLTGT
GEECTCTTECAGACCAGT TTGGCTGCLGECCCTGOCCGAGTTGCGGGTEGETCCCEGAGGARCGACGECTT
COTGCTTCAAGCGECEECTEGCCTCCCTTGRATGACGCGAGGCACCCGCCETCACTETGGCCETGCTGET
CCATCCTGGGCTCCCTCTGCACCCTGECCATCCTGETGATCTTCTGEAGECACCGCCACGCGCCCATEGE
TTCGCTCGECCEGEEECCCCAGETECTTCCCEATECCGATECCCCTECTGTATAGGTGACGGTCTCCAT
GTACATCGEECAGCCCECETTTTTCATGTGCCTCGGCCACCAGACCCTCTTCACCCTCTGCTTCACCGET
CTGTATCTCCCGTETCACCETGLECTCT TTCCAGATCGTCCGCGTCTTCARCATGGCCAGECGCCTCCC
GCGTGCCTACGGCTACTGGETCCGCTACCACGEGCCCTGTGTCTTCGTGECETCCTTCACGETGCTCAR
GATGGTCATCGTGECGEECARCGTECTGECCECEACCECCEAGUCOGCCECCCECCCOGACCCTGATGA
CCCCARGATCGCGETTCTCGCCTECARCTACCACAACGTGCTCCTGTTCEGACACCAGCCTGGACCCGLT
TCTGTCCGTGECEGGCTTCGECTTCGCCTACGTGGGCARGGAGCTGCCCACCACCCACRACGRAGGCCRA
GTTCTTICACCTTCCGCATGACCTTCTACTTCACCTCTTCCATCTCCCTCTGTACCTTCATGTCTGTCTA
CGAGGGGGTCCTGGTCACCATCCTGCACCTCGTGGETGGCAGTGCTCARCCTTCTGGEGCGCTTTGECCCC
TEEECTACTTCGECCCCARGTGCTGCGTGGTCCTCTTCTACCCEGATCACAACACGCCCGTCTACTTCA
GOAGCATGATTCAGEGCTACACCACCGGGRAGGACTAGCACTGCCCCCTEECTGCCCREEEGGCCAGAL
GECTCEETACTGGEGACATGEAGACCAGGGETGEEECTGEEEETGETGETEACTCATTCAGCCCCTGCTG
GEAGCAGEGACACCRACCCCGCCCTACTCTCTGATTTGGCCTCCCCCTCCRGGTITCTCTGCACCCTGECC
GTTTTTACCCACCCGCTEETGGATGCCTRRARATACGCTTTCCCTGCAGCCEITTGECTTGCCAGECAL
TECCACCCATGCTAGGGARAGGAGCCGGGGTGACCTCCCTATGGETCTCCARGACAGRAGAT GGAGCGAA
ECAGCCCACAGTCGCCATCTEGTGETCACAGCGGETGTCCGCAGGTTCCGECTCCGGGCAGCCATGLTG
GAAGGCTEGECTEEEECTEGE TG TTGEGGGACATCTGCCCEGECATCATTCACTCCCTGCCCACGTGTCTG
CECCTCACCTOCCAGACTCCCCCGOCOCCCAGCTTGGEACCCAGCTTGGGACCCAGCTTCTCTGAGTCA
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Figura 7E

TGECTGCECATAGGGECTECT TCATARATGCTTATGAATAARCCTCCCTTGGETGRAARCGAAGGCETTT
COTTCTTETTTCCAGAGGTTTCCOCCCCTCCCCCCCCCGTCGUCCCARGRARGRAGACTGGGATCAGAGA
COTCAGCTTCCATTTCCGCGTTGCCACT TCTGANCCGTGTACTTTGGGCCARTTCTATTTACTGTTTCG
GANCCTACACGGNCCCTTTCCTHARATAGGAACAATAARCCAGGGGCACCTTTGACNCACTETGTAGTA
JCCAATTTGACGATARNTTTTTTTARRAGATTARATTARTCNGATAAATT
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