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DESCRIPCION
Receptores del sabor dulce-umami y umami-dulce humanos quiméricos
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a nuevos polipéptidos receptores del sabor quiméricos del ser humano y de roedores, a
secuencias de acido nucleico codificantes, a células que expresan estos polipéptidos receptores del sabor
quiméricos y a su uso en la identificacion de moduladores del sabor, particularmente moduladores del sabor dulce y
umami.

Antecedentes de la invencion

Los receptores del sabor de la familia T1R humanos incluyen hT1R1, 2 y 3. Los TIRs pertenecen a los receptores
acoplados a proteina G de clase C, y cada GPCR de clase C consiste en un gran dominio extracelular N-terminal y
un dominio 7-transmembranario C-terminal. Generalmente, se sabe que hT1R1 y hT1R3 forma un receptor
heterémero que modula la transduccion del sabor umami y que reconoce saborizantes umami, mientras que hT1R2
y hT1R3 forman un receptor heterémero que modula la transduccién del sabor dulce y que reconoce saborizantes
dulces. Por lo tanto, se sabe que el receptor del sabor umami (hT1R1/hT1R3) y el receptor del sabor dulce
(hT1R2/hT1R3) comparten una subunidad comin hT1R3.

El documento WO2005/015158 divulga un polipéptido receptor del sabor quimérico que comprende el dominio
extracelular de T1R1 humano y el dominio extracelular de T1R2 humano. La solicitud muestra que el polipéptido
quimérico se puede usar en ensayos para identificar compuestos que afectan al sabor incluyendo saborizantes,
antagonistas, agonistas, bloqueadores y potenciadores dulces y umami. La solicitud también muestra ensayos en los
que T1R1 o T1R2 no quiméricos se coexpresan con T1R3 y se usan para identificar compuestos que afectan a o
moduladores del sabor.

Breve descripcion y objetivos de la invencion

La presente invencién proporciona una linea celular que expresa un polipéptido receptor del sabor quimérico que
comprende el dominio extracelular de T1R2 y la region transmembranaria de T1R1 segun estan contenidos en SEQ
ID N°: 2, linea celular que expresa ademas una proteina G quimérica derivada de Galfa16 y bien gustducina o bien
transducina.

La presente invencion también proporciona un ensayo de cribado que usa una linea celular segun las
reivindicaciones, que comprende: (i) poner en contacto una linea celular con un compuesto a fin de determinar si el
compuesto tiene un efecto modulador sobre el sabor; (ii) determinar si dicho compuesto tiene un efecto modulador
sobre el sabor basandose en si se une especificamente a un receptor del sabor que comprende el polipéptido
receptor del sabor quimérico de SEQ ID N°: 2 o modula la actividad de un receptor del sabor que comprende el
polipéptido receptor del sabor quimérico de SEQ ID N°: 2.

También se describen en la presente polipéptidos receptores del sabor quiméricos que responden a estimulos de
sabor umami y/o dulce y/o que potencian el sabor umami o dulce producido por otros compuestos.

También se describe en la presente el uso de estos polipéptidos receptores del sabor quiméricos en ensayos para
identificar compuestos que modulan por si mismos el sabor dulce o umami y/o que potencian el sabor umami o
dulce producido por otros compuestos.

Se describe en la presente la creacion de una fusién de ADN que codifica un receptor del sabor quimérico al
combinar porciones de los genes receptores del sabor T1IR1 y T1R2 y coexpresar las mismas con un receptor del
sabor T1R3 de la misma especie o una diferente para crear un receptor del sabor quimérico que responde a
estimulos de sabor dulce y/o umami o que potencia el sabor umami o dulce producido por otros compuestos.

Se describe en la presente la produccién de un receptor del sabor quimérico al combinar la totalidad o una porcién
de los dominios extracelulares de un polipéptido de T1R1 o un ADN codificante, preferiblemente hT1R1 o mT1R1 o
rT1R1 y la totalidad o una porcidon del dominio transmembranario de un polipéptido de T1R2 o un ADN codificante,
preferiblemente hT1R2, rT1R2 o mT1R2 o una porcién de los mismos para crear un polipéptido receptor del sabor
umami-dulce quimérico o un ADN codificante.

También se describe en la presente la produccién de un receptor del sabor quimérico al combinar la totalidad o una
porcion de los dominios extracelulares de un polipéptido de T1R2 o un ADN codificante, preferiblemente hT1R2,
rT1R2 o mT1R2, y la totalidad o una porcién de los dominios transmembranarios de un polipéptido de T1R1 o un
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ADN codificante, preferiblemente hT1R1, mT1R1 o rT1R1 para crear un polipéptido receptor del sabor dulce-umami
quimérico o un ADN codificante.

También se describe en la presente el suministro de las secuencias de acido nucleico y las secuencias
polipeptidicas de hT1R1-2 y hT1R2-1 especificas contenidas en SEQ ID N°: 1-4.

También se describe en la presente la expresion de estas secuencias de acido nucleico que codifican receptores del
sabor quiméricos en células hospedadoras adecuadas, preferiblemente células HEK-293, que adicionalmente
expresan preferiblemente una proteina G y una secuencia de acido nucleico de T1R3.

Otro objetivo de la invencidon es usar estas células en ensayos para identificar moléculas que modulan el sabor
dulce, p. €j., ligados de sabor dulce y potenciadores del dulzor.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 contiene la secuencia de acido nucleico de un receptor del sabor dulce-umami quimérico denominado
hT1R2-1 que comprende el dominio extracelular de T1R2 humano fusionado a la transmembrana de T1R1 humano
(SEQ ID N°: 1)

La Figura 2 contiene la secuencia polipeptidica de un polipéptido receptor del sabor dulce-umami quimérico
denominado hT1R2-1 que comprende la porcion extracelular de T1R2 humano y la porcién transmembranaria de
T1R1 humano (SEQ ID N°: 2).

La Figura 3 contiene la secuencia de acido nucleico de un receptor del gusto quimérico denominado hT1R1-2 que
contiene los dominios extracelulares de hT1R1 y los dominios transmembranarios de hT1R2. (SEQ ID N°: 3)

La Figura 4 contiene la secuencia polipeptidica de un receptor quimérico denominado hT1R1-2 (SEQ ID N° 4) y
contiene la secuencia proteinica de una proteina G quimérica G16gust44 que contiene la porcion N-terminal de
Galfa16 fusionada a los 44 aminoacidos carboxiterminales de gustducina (SEQ ID N°: 5).

La Figura 5 contiene esquemas para T1R2/T13, T1IR1/T1R3 naturales y hT1R2-1/T1R3 de dulce-umami quimérico y
hT1R1-2/T1R3 de umami-dulce quimérico.

La Figura 6 contiene las secuencias de acido nucleico y las secuencias proteinicas para T1R1, T1R2 y T1R3
humanos, murinos y de rata (SEQ ID N°: 6-17)

La Figura 7 contiene los resultados de experimentos de obtencion de imagenes con calcio que usan células HEK-
293 que expresan el receptor hT1R2-1 quimérico de la Figura 1 que muestran que este receptor del sabor quimérico
responde a todos los edulcorantes probados (sacarosa, fructosa, D-Trp, Acek, dulcina), excepto para el ciclamato.

La Figura 8 contiene resultados experimentales que comparan concentraciones eficaces (EC50s) de diferentes
edulcorantes que activan el receptor hT1R2/hT1R3 natural en comparacion con hT1R2-1 quimérico (SEQ ID N°: 2).

La Figura 9 contiene los resultados de un experimento que muestra que el ciclamato potencia la respuesta a
aspartamo en una linea celular HEK-293 que expresa establemente el presente hT1R2--1 quimérico y una
secuencia de hT1R3 no modificada.

La Figura 10 contiene un experimento que muestra que el ciclamato potencia la respuesta a D-triptéfano en una
linea celular HEK-293 estable que expresa el receptor del sabor quimérico hT1R2-1 y una secuencia de hT1R3 no
modificada.

La Figura 11 contiene un experimento que muestra que el ciclamato potencia la respuesta a sacarosa en una linea
celular estable que expresa el presente receptor del sabor hT1R2-1 y una secuencia de hT1R3 no modificada.

La Figura 12 contiene un experimento que muestra que el ciclamato potencia la respuesta a fructosa en una linea
celular HEK-293 estable que expresa el presente receptor quimérico hT1R2-1 y una secuencia de hT1R3 no
modificada.

La Figura 13 contiene un experimento que muestra que el ciclamato potencia la respuesta provocada por un
compuesto agonista de umami patentado (denominado '807) en una linea celular HEK-293 estable que expresa el
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presente receptor quimérico hT1R2-1 y una secuencia de hT1R3 no modificada y que el compuesto umami '807
activa el receptor del sabor hT1R2-1 quimérico.

La Figura 14 contiene un experimento que muestra que un compuesto agonista del ligando umami patentado '807
potencia la respuesta a aspartamo en una linea celular HEK-293 estable que expresa hT1R2-1y hT1RS3.

La Figura 15 contiene un experimento que muestra la respuesta de una linea celular HEK-293 estable que expresa
el receptor quimérico hT1R1-2 (SEQ ID N°: 3) y el receptor rT1R3 y muestra que este receptor quimérico responde a
los ligandos umami L-Glu, L-Asp y L-AP4 y que las respuestas se potenciaban por la presencia de IMP o GMP.

La Figura 16 muestra que la activacion del receptor hT1R1-2/rT1R3 quimérico por MSG es potenciada por IMP.
Descripcion detallada de la invencién

Antes de describir especificamente la invencién, se proporcionan las siguientes definiciones.

El término familia "T1R" incluye variantes polimorficas, alelos, mutantes y homdlogos que: (1) tienen
aproximadamente 30-40% de identidad de secuencia de aminoacidos, mas especificamente aproximadamente 40,
50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 0 99% de identidad de secuencia de aminoacidos con los T1Rs divulgados
posteriormente y en las solicitudes de Zuker (Id) (2001) y Adler (Id.) (2001) a lo largo de un tramo de
aproximadamente 25 aminoacidos, 6ptimamente 50-100 aminoacidos; (2) se unen especificamente a anticuerpos
producidos contra un inmundgeno que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en las secuencias de T1R divulgadas posteriormente, y variantes modificadas conservativamente de las
mismas; (3) se hibridan especificamente (con un tamafio de al menos aproximadamente 100, opcionalmente al
menos aproximadamente 500-1000 nucledtidos) bajo condiciones de hibridacion rigurosas a una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de ADN de T21 divulgadas posteriormente, y variantes
modificadas conservativamente de las mismas; (4) comprenden una secuencia al menos aproximadamente 40%
idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de aminoacidos de
T1R divulgadas posteriormente o (5) se amplifican mediante cebadores que se hibridan especificamente bajo
condiciones de hibridacion rigurosas a las secuencias de T1R descritas.

En particular, estos "T1R's" incluyen GPCRs receptores del sabor denominados hT1R1, hT1R2, hT1R3, rT1R1,
rT1R2, rT1R3, mT1R1, mT1R2 y mT1R3 que tienen las secuencias de acido nucleico y las secuencias de
aminoacidos proporcionadas en esta solicitud, y variantes, alelos, mutantes, ortélogos y quimeras de las mismas que
se unen y/o responden especificamente a ligandos dulces o umami incluyendo activadores, inhibidores y
potenciadores. Preferiblemente, los TIRs de la presente son secuencias quiméricas derivadas de porciones de un
polipéptido de T1R1 y un polipéptido de T1R2 o sus correspondientes secuencias de ADN codificante. Segun se
ejemplifica en la presente, T1Rs quiméricos preferidos segun la invencion comprenden la region extracelular de un
T1R, es decir, T1R2 y la region transmembranaria de T1R1.

Topologicamente, ciertos GPCRs quimiosensores tienen un "dominio N-terminal”, "dominios extracelulares”, un
"dominio transmembranario” que comprende siete regiones transmembranarias, y los correspondientes bucles
citoplasmicos y extracelulares, "regiones citoplasmicas" y una "region C-terminal" (véanse, p. €j., Hoon y cols, Cell,
96:541-51 (1999); Buck & Axel, Cell, 65:175-87 (1991)). Estas regiones se pueden identificar estructuralmente
usando métodos conocidos por los expertos en la técnica, tales como programas de analisis de secuencias que
identifican dominios hidréfobos e hidréfilos (véase, p. ej., Stryer, Biochemistry, (3% ed. 1988); véase también
cualquiera de un nimero de programas de analisis de secuencias basados en Internet, tales como los encontrados
en dot.imgen.bcm.tmc.edu). Estas regiones son Utiles para elaborar proteinas quiméricas y para ensayos in vitro, p.
€j., ensayos de union a ligandos.

Por lo tanto, "dominios extracelulares" se refiere a los dominios de polipéptidos de T1R que sobresalen de la
membrana celular y estan expuestos a la cara extracelular de la célula. Estas regiones incluirian el "dominio N-
terminal" que esta expuesto a la cara extracelular de la célula, asi como los bucles extracelulares del dominio
transmembranario que estan expuestos a la cara extracelular de la célula, es decir, los bucles extracelular entre las
regiones transmembranarias 2 y 3, las regiones transmembranarias 4 y 5 y las regiones transmembranarias 6 y 7. El
"dominio N-terminal" empieza en el extremo N y se extiende hasta una region cercana al inicio de la region
transmembranaria. Estas regiones extracelulares son Utiles para ensayos de unién a ligandos in vitro, tanto en fase
soluble como sodlida. Ademas, las regiones transmembranarias, descritas posteriormente, también pueden estar
implicadas en la unién a ligandos, bien en combinacion con la regién extracelular o bien solas, y por lo tanto también
son Utiles para ensayos de unién a ligandos in vitro. Las regiones o dominios extracelulares de T1R1, T1IR2 y T1R3
humanos, murinos o de rata estan contenidas en la Figura 6.

"Dominio transmembranario”, que comprende las siete "regiones" transmembranarias, se refiere al dominio de
polipéptidos de T1R que esta dentro de la membrana plasmatica, y también puede incluir los correspondientes
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bucles citoplasmicos (intracelulares) y extracelulares, también denominados "regiones" transmembranarias. Las
siete regiones transmembranarias y los bucles extracelulares y citoplasmicos se pueden identificar usando métodos
estandar, segun se describe en Kyte & Doolittle, J. Mol. Biol., 157:105-32 (1982)), o en Stryer, anteriormente. Los
dominios o regiones transmembranarios de T1R1, T1R2 y T1R3 humanos, de rata y murinos también estan
contenidos en la Figura 6.

"Dominios citoplasmicos" se refiere a los dominios de proteinas de T1R que estan frente al interior de la célula, p. €j.,
el "dominio C-terminal" y los bucles intracelulares del dominio transmembranario, p. €j., los bucles intracelulares
entre las regiones transmembranarias 1y 2, las regiones transmembranarias 3 y 4 y las regiones transmembranarias
5 y 6. "Dominio C-terminal" se refiere a la regién que abarca desde el final de la ultima region transmembranaria
hasta el extremo C de la proteina, y que normalmente esta situada dentro del citoplasma.

El término "receptor 7-transmembranario” significa un polipéptido perteneciente a la superfamilia de proteinas
transmembranarias que tienen siete regiones que abarcan la membrana plasmatica siete veces (asi, las siete
regiones se denominan dominios "transmembranarios" o "TM" TM | a TM VII).

El término "regién que se une a ligando" se refiere a secuencias derivadas de un receptor quimiosensorial o
gustativo que incorpora sustancialmente los dominios transmembranarios Il a VII (TM Il a VII). La region puede ser
capaz de unirse a un ligando y, mas particularmente, un compuesto que produce sabor.

El término "dominio de translocacién de la membrana plasmatica” o simplemente "dominio de translocacion” significa
un dominio polipeptidico que, cuando se incorpora en el extremo amino de una secuencia codificante de polipéptido,
puede "chaperonar" o "translocar" con gran eficacia la proteina hibrida ("de fusién") a la membrana plasmatica de la
célula. Un "dominio de translocacion" ejemplar se deriva del extremo amino del polipéptido receptor de rodopsina
humano, un receptor 7-transmembranario. Otro dominio de translocacién que se conoce es la secuencia de
rodopsina bovina y también es util para facilitar la translocacion. Las secuencias derivadas de rodopsina son
particularmente eficaces para translocar proteinas de fusién 7-transmembranarias a la membrana plasmatica.

La expresion "efectos funcionales" en el contexto de ensayos para probar compuestos que modulan la transduccion
del sabor mediada por miembros de la familia T1R incluye la determinacion de cualquier parametro que esté
indirectamente o directamente bajo la influencia del receptor, p. €j., efectos funcionales, fisicos y quimicos. Incluye la
union a ligandos, cambios en el flujo idnico, el potencial de membrana, el flujo de corriente, la transcripcion, la union
a proteina G, la fosforilaciéon o desfosforilacion de GPCR, la transduccion de sefales, las interacciones receptor-
ligando, las concentraciones del segundo mensajero (p. €j., CAMP, cGMP, IP3, o ca? intracelular), in vitro, in vivo y
ex vivo, y también incluye otros efectos fisiolodgicos tales como incrementos o disminuciones de la liberacién de
neurotransmisores u hormonas.

Por "determinar el efecto funcional" se entiende ensayos con respecto a un compuesto que incrementa o disminuye
un parametro que esta indirectamente o directamente bajo la influencia de un miembro de la familia T1R, p. €j.,
efectos funcionales, fisicos o quimicos. Estos efectos funcionales se pueden medir mediante cualquier método
conocido por los expertos en la técnica, p. €j., cambios en las caracteristicas espectroscopicas (p. €j., fluorescencia,
absorbancia, indice de refraccion), las propiedades hidrodinamicas (p. ej., conformacion), cromatograficas o de
solubilidad, pinzamiento zonal, colorantes sensibles al voltaje, corrientes celulares totales, salida de radioisétopos,
marcadores inducibles, expresion de genes de T1R de ovocitos; expresion de T1R en células de cultivo tisular;
activacion transcripcional de genes de T1R; ensayos de union a ligandos; cambios de voltaje, potencial de
membrana y conductancia; ensayos de flujo idénico; cambios en segundos mensajeros intracelulares tales como
cAMP, cGMP vy trifosfato de inositol (IP3); cambios en los niveles de calcio intracelular; liberacion de
neurotransmisores, y similares.

"Inhibidores", "activadores" y "moduladores” de receptores de proteinas de T1R se usan intercambiablemente para
hacer referencia a moléculas inhibidoras, activadoras o moduladoras identificadas usando ensayos in vitro e in vivo
para la transduccion del sabor, p. €j., ligandos, agonistas, antagonistas y sus homodlogos y miméticos. Los
inhibidores son compuestos que, p. €j., se unen a, bloquean parcialmente o totalmente la estimulacion, disminuyen,
evitar, retardan la activacion, inactivan, desensibilizan o regulan a la baja la transduccion del sabor, p. €j.,
antagonistas. Los activadores son compuestos que, p. €j., se unen a, estimulan, incrementan, abren, activan,
facilitan, potencian la activacion, sensibilizan o regulan al alza la transduccion del sabor, p. €j., agonistas. Los
moduladores incluyen compuestos que, p. €j., alteran la interaccion de un receptor con proteinas extracelulares que
se unen a activadores o un inhibidor; proteinas G; cinasas (p. €j., homdlogos de rodopsina cinasa y cinasas
receptoras betaadrenérgicas que estan implicadas en la desactivacion y la desensibilizacion de un a receptor); y
arrestinas, que también desactivan y desensibilizan receptores. Los moduladores incluyen versiones genéticamente
modificadas de miembros de la familia T1R, p. ej., con actividad alterada, asi como ligandos, antagonistas,
agonistas, moléculas quimicas pequefias presentes en la naturaleza y sintéticos, y similares. Esto incluye en
particular ligandos dulces (agonistas o antagonistas), ligandos umami (agonistas y antagonistas), potenciadores del
dulzor y potenciadores del umami e inhibidores del sabor dulce o el sabor umami.
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Estos ensayos para inhibidores y activadores incluyen, p. €j., expresar miembros de la familia T1R en células o
membranas celulares, aplicar compuestos moduladores putativos en presencia o ausencia de compuestos que
modulan, p. ej., compuestos dulces y umami, y a continuacion determinar los efectos funcionales sobre la
transduccion del sabor, segun se describe anteriormente. Muestras o ensayos que comprenden miembros de la
familia T1R que se tratan con un activador, inhibidor o modulador potencial se comparan con muestras de control sin
el inhibidor, activador o modulador para examinar el alcance de la modulacién. A las muestras de control (no
tratadas con moduladores) se les asigna un valor de actividad de T1R relativo de 100%. La inhibicién de un T1R se
alcanza cuando el valor de actividad de T1R con relacién al control es aproximadamente 80%, opcionalmente 50% o
25-0%. La activacion de un T1R se alcanza cuando el valor de actividad de T1R con relacién al control es 110%,
opcionalmente 150%, opcionalmente 200-500%, o 1000-3000% superior. Estos ensayos usaran T1Rs quiméricos
que comprenden la totalidad o una porcién de la porcion extracelular de T1R1 o T1R2 y la totalidad o una porcion de
los dominios transmembranarios de otro T1R, es decir, T1R2 o T1R1.

Los términos "purificado”, "sustancialmente purificado” y "aislado" seguin se usan en la presente se refieren al estado
de estar libre de otros compuestos diferentes con los que el compuesto estd normalmente asociado en su estado
natural. Preferiblemente, "purificado”, "sustancialmente purificado” y "aislado" significa que la composicion
comprende al menos 0,5%, 1%, 5%, 10% o 20% y lo mas preferiblemente al menos 50% o 75% de la masa, en
peso, se una muestra dada. En un ejemplo preferido, estos términos se refieren al compuesto que comprende al
menos 95% de la masa, en peso, de una muestra dada. Segun se usan en la presente, los términos "purificado”,
"sustancialmente purificado” y "aislado”, cuando se refieren a un acido nucleico o una proteina, de acidos nucleicos
o proteinas, también se refiere a un estado de purificacion o concentracién diferente del que se presenta
naturalmente en el cuerpo del mamifero, especialmente el ser humano. Cualquier grado de purificacion o
concentracion mayor del que se presenta naturalmente en el cuerpo del mamifero, especialmente el ser humano,
incluyendo (1) la purificacién de otras estructuras o compuestos asociados o (2) la asociacion con estructuras o
compuestos con los que normalmente no esta asociado en el cuerpo del mamifero, especialmente el ser humano,
estan dentro del significado de "aislado". El acido nucleico o la proteina o las clases de acidos nucleicos o proteinas,
descritos en la presente, se pueden aislar, o asociar de otro modo con estructuras o compuestos con los que
normalmente no estan asociados en la naturaleza, segun una variedad de métodos y procedimientos conocidos por
los expertos en la técnica.

Segun se usa en la presente, el término "aislado”, cuando se refiere a un acido nucleico o un polipéptido se refiere a
un estado de purificacion o concentracion diferente del que se presenta naturalmente en el cuerpo del mamifero,
especialmente el ser humano. Cualquier grado de purificaciéon o concentracion mayor del que se presenta
naturalmente en el cuerpo, incluyendo (1) la purificacion de otras estructuras o compuestos asociados presentes en
la naturaleza, o (2) la asociacidon con estructuras o compuestos a los que normalmente no esta asociado en el
cuerpo, estan dentro del significado de "aislado" segun se usa en la presente. Los acidos nucleicos o polipéptidos
descritos en la presente se pueden aislar o asociar de otro modo con estructuras o compuestos a los que
normalmente no estan asociados en la naturaleza, segun una variedad de métodos y procedimientos conocidos por
los expertos en la técnica.

Segun se usan en la presente, los términos "amplificar" y "amplificacion” se refieren al uso de cualquier metodologia
de amplificacion adecuada para generar o detectar un acido nucleico recombinante o expresado naturalmente,
segun se describe con detalle posteriormente. Por ejemplo, se describen en la presente métodos y reactivos (p. €j.,
pares de cebadores oligonucleotidicos especificos) para amplificar (p. ej., mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa, PCR) acidos nucleicos expresados naturalmente (p. €., genémico o ARNm) o recombinantes (p. €j.,
ADNCc) segun se describe en la presente (p. €j., secuencias que se unen a compuestos que producen sabor segun
se describen en la presente) in vivo o in vitro.

El término "vector de expresion" se refiere a cualquier sistema de expresion recombinante con el propdsito de
expresar una secuencia de acido nucleico in vitro o in vivo, constitutivamente o induciblemente, en cualquier célula,
incluyendo una célula procariética, de levadura, fungica, de planta, insecto o mamifero. El término incluye sistemas
de expresion lineales o circulares. El término incluye sistemas de expresion que permanecen episémicos o
integrados en el genoma de la célula hospedadora. Los sistemas de expresion pueden tener la capacidad de
autorreplicarse o no, es decir, conducir solamente a una expresion transitoria en una célula. El término incluye
casetes de expresidon recombinantes que contienen solamente los elementos minimos necesarios para la
transcripcién del acido nucleico recombinante.

El término "biblioteca" significa una preparacion que es una mezcla de diferentes moléculas de acido nucleico o
polipéptido, tal como la biblioteca de regiones que se unen a ligados de receptores sensoriales, particularmente del
sabor, generados recombinantes generadas mediante la amplificacién de un acido nucleico con pares de cebadores
degenerados, o una coleccion aislada de vectores que incorporan las regiones que se unen a ligandos amplificadas,
o0 una mezcla de células, cada una transfectada aleatoriamente con al menos un vector que codifica un receptor del
sabor.

El término "acido nucleico" o "secuencia de acido nucleico" se refiere a un oligonucleétido desoxirribonucleotidico o
ribonucleotidico en forma de una sola hebra o doble hebra. El término abarca &acidos nucleicos, es decir,
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oligonucledtidos, que contienen analogos conocidos de nucledtidos naturales. El término también abarca estructuras
similares a acidos nucleicos con esqueletos sintéticos.

A menos que se indique otras cosa, una secuencia de acido nucleico particular también abarca implicitamente
variantes modificadas conservativamente de la misma (p. gj., sustituciones de codones degenerados) y secuencias
complementarias, asi como la secuencia indicada explicitamente. Especificamente, las sustituciones de codones
degenerados se pueden alcanzar al generar, p. €j., secuencias en las que la tercera posiciéon de uno o mas codones
seleccionado se sustituye por residuos de bases mixtas y/o desoxiinosina (Batzer y cols., Nucleic Acid Res., 19:5081
(1991); Ohtsuka y cols., J. Biol. Chem., 260:2605-08 (1985); Rossolini y cols., Mol. Cell. Probes, 8:91-98 (1994)). El
término acido nucleico se usa intercambiablemente con gen, ADNc, ARNm, oligonucleétido y polinucleétido.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan intercambiablemente en la presente para referirse a un
polimero de residuos de aminoacido. Los términos se aplican a polimeros de aminoacido en los que uno o mas
residuos de aminoacido es un mimético quimico artificial de un aminoacido presente en la naturaleza
correspondiente, asi como a polimeros de aminoacido presente en la naturaleza y un polimero de aminoacido no
presente en la naturaleza.

El "dominio de translocacion”, la "region de unién a ligando" y las composiciones de receptores quiméricos descritos
en la presente también incluyen "analogos” o "variantes conservativas" y "miméticos" ("peptidomiméticos") con
estructuras y actividad que corresponden sustancialmente con las secuencias ejemplares. Asi, los términos "variante
conservativa" o "analogo" o "mimético" se refieren a un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos
modificada, de modo que el cambio o los cambios no alteren sustancialmente la estructura y/o la actividad del
polipéptido (de la variante conservativa), segun se define en la presente. Estas incluyen variaciones modificadas
conservativamente de una secuencia de aminoacidos, es decir, sustituciones, adiciones o eliminaciones de
aminoacidos de los residuos que no sean criticas para la actividad de la proteina, o la sustitucién de aminoacidos
por residuos que tengan propiedades similares (p. €j., acidos, basicos, cargados positivamente o negativamente,
polares o no polares, etc.) de modo que las substituciones de aminoacidos incluso criticos no alteren la estructura
y/o la actividad.

Mas particularmente, "variantes modificadas conservativamente" se aplica a secuencias tanto de aminoacidos como
de acidos nucleicos. Con respecto a secuencias de acido nucleico particulares, variantes modificadas
conservativamente se refiere a los acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o
esencialmente idénticas o, cuando el acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, a secuencias
esencialmente idénticas. Debido a la degeneracién del cddigo genético, un gran ndmero de acidos nucleicos
funcionalmente idénticos codifican cualquier proteina dada.

A modo de ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican todos el aminoacido alanina. Asi, en cada
posicion dada en la que una alanina es especificada por un codén, el codén se puede alterar hasta cualesquiera
codones correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado.

Tales variaciones de acido nucleico son "variaciones sinénimas”, que son una especie de variaciones modificadas
conservativamente. Cada secuencia de acido nucleico de la presente que codifica un polipéptido también describe
cada posible variacion sinénima del acido nucleico. Un experto reconocera que cada coddn en un acido nucleico
(excepto AUG, que es normalmente el Unico codén para la metionina, y TGG, que es normalmente el Unico codon
para el triptéfano) se puede modificar para dar una molécula funcionalmente idéntica. Segun esto, cada variacion
sinénima de un acido nucleico que codifica un polipéptido esta implicita en cada secuencia descrita.

Son muy conocidas en la técnica tablas de sustituciones conservativas que proporcionan aminoacidos similares. Por
ejemplo, una pauta ejemplar para seleccionar sustituciones conservativas incluye (residuo original seguido por la
sustitucion ejemplar): ala/gly o ser; arg/lys; asn/gln o his; asp/glu; cys/ser; gin/asn; gly/asp; gly/ala o pro; his/asn o
gln; ile/leu o val; leu/ile o val; lys/arg o gin o glu; met/leu o tyr o ile; phe/met o leu o tyr; ser/thr; thr/ser; trp/tyr; tyr/trp o
phe; val/ile o leu. Una pauta ejemplar alternativa usa los seis grupos siguientes, que contiene cada uno aminoacidos
que son sustituciones conservativas entre si: 1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T); 2) Acido aspartico (D), Acido
glutdmico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina (R), Lisina (I); 5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina
(M), Valina (V); y 6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W); (véanse ademas, p. €j., Creighton, Proteins, W. H.
Freeman and Company (1984); Schultz y Schimer, Principles of Protein Structure, Springer-Verlag (1979)). Un
experto en la técnica apreciara que las sustituciones identificadas anteriormente no son las Unicas sustituciones
conservativas posibles. Por ejemplo, para algunos propdsitos, se pueden considerar todos los aminoacidos cargados
como sustituciones conservativas entre si ya sean positivos o negativos. Ademas, sustituciones, eliminaciones o
adiciones individuales que alteran, afiaden o eliminan un solo aminoacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos
en una secuencia codificada también se pueden considerar "variaciones modificadas conservativamente".

Los términos "mimético” y "peptidomimético" se refieren a un compuesto quimico sintético que tiene sustancialmente
las mismas caracteristicas estructurales y/o funcionales de los polipéptidos, p. €j., dominios de translocacion,
regiones de union a ligandos, o receptores quiméricos segun se describen en la presente. El mimético bien puede
estar totalmente compuesto por analogos no naturales sintéticos de aminoacidos o puede ser una molécula
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quimérica de aminoacidos peptidicos parcialmente naturales y analogos parcialmente no naturales de aminoacidos.
El mimético también puede incorporar cualquier cantidad de sustituciones conservativas de aminoacidos naturales
con la condicién de que estas substituciones tampoco alteren sustancialmente la estructura y/o la actividad del
mimético.

En cuanto a los polipéptidos que son variantes conservativas, la experimentacion habitual determinara si una
estructura y/o funcion de un mimético no estd sustancialmente alterada. Las composiciones de miméticos
polipeptidicos pueden contener cualquier combinacién de componentes estructurales no naturales, que son
tipicamente de tres grupos estructurales: a) grupos de conexion a residuos distintos a las conexiones por enlaces
amida naturales ("enlace peptidico"); b) residuos no naturales en lugar de residuos de aminoacido presentes en la
naturaleza; o c) residuos que inducen un mimetismo estructural secundario, es decir, para inducir o estabilizar una
estructura secundaria, p. €j., una conformacion de giro beta, giro gamma, lamina beta, hélice alfa, y similares. Un
polipéptido se puede caracterizar como un mimético cuando todos o algunos de sus residuos estan ligados por
medios quimicos distintos a los enlaces peptidicos naturales. Los residuos peptidomiméticos individuales pueden
estar ligados por enlaces peptidicos, otros enlaces quimicos o medios de acoplamiento, tales como, p. €.,
glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida, maleimidas bifuncionales, N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) o
N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC). Grupos de conexidon que pueden ser una alternativa a las conexiones por uniones
amida tradicionales ("enlaces peptidicos") incluyen, p. ej., cetometileno (p. €j., --C=0)--CH, para --C(.=0)--NH--),
aminometileno (CH2NH), etileno, olefina (CH.dbd.CH), éter (CH.0), tioéter (CH.--S), tetrazol (CNj), tiazol,
retroamida, tioamida o éster (véase, p. €j., Spatola, Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides and
Proteins, Vol. 7, 267-357, Marcell Dekker, Peptide Backbone Modifications, NY (1983)). Un polipéptido también se
puede caracterizar como un mimético al contener todos o algunos residuos no naturales en lugar de residuos de
aminoacido presentes en la naturaleza; los residuos no naturales se describen bien en la bibliografia cientifica y de
patentes.

Un "marcador" o un "resto detectable" es una composicién detectable por medios espectroscépicos, fotoquimicos,
bioquimicos, inmunoquimicos o quimicos. Por ejemplo, marcadores utiles incluyen 2P, colorantes fluorescentes,
reactivos electrodensos, enzimas (p. €j., como los usados comunmente en un ELISA), biotina, digoxigenina o
haptenos y proteinas que se pueden hacer detectables, p. €j., al incorporar un radiomarcador en el péptido, o se
pueden usar para detectar anticuerpos especificamente reactivos con el péptido.

Una "sonda de acido nucleico o un oligonucleétido marcados" son los que estan unidos, bien covalentemente, a
través de un conector o un enlace quimico, o bien no covalentemente, a través de enlaces iénicos, de van der
Waals, electrostaticos o de hidrégeno a un marcador de modo que la presencia de la sonda se pueda detectar al
detectar la presencia del marcador unido a la sonda.

Segun se usa en la presente, una "sonda de acido nucleico o un oligonucleétido" se define como un acido nucleico
capaz de unirse a un acido nucleico diana de secuencia complementaria a través de uno o mas tipos de enlaces
quimicos, habitualmente a través de apareamiento de bases complementarias, habitualmente a través de formacion
de enlaces de hidrégeno. Segun se usa en la presente, una sonda puede incluir bases naturales (es decir, A, G, C o
T) o modificadas (7-desazaguanosina, inosina, etc.). Ademas, las bases en una sonda pueden estar enlazadas por
una conexion distinta a un enlace fosfodiéster, con la condicién de que no interfiera con la hibridacion. Asi, por
ejemplo, las sondas pueden ser acidos nucleicos peptidicos en los que las bases constituyentes estan enlazadas por
enlaces peptidicos en lugar de enlaces fosfodiéster. Se entendera por un experto en la técnica que las sondas se
pueden unir a secuencias diana que carecen de complementariedad completa con la secuencia de la sonda
dependiendo de la rigurosidad de las condiciones de hibridacion. Opcionalmente, las sondas se marcan
directamente con is6topos, croméforos, lumiforos, cromoégenos, o se marcan indirectamente tal como con biotina a la
que se puede unir mas tarde un complejo de estreptavidina. Al ensayar la presencia o ausencia de la sonda, se
puede detectar la presencia o ausencia de la secuencia o subsecuencia seleccionada.

El término "heterdlogo”, cuando se usa con referencia a porciones de un acido nucleico, indica que el acido nucleico
comprende dos 0 mas subsecuencias que no se encuentran en la misma relacién entre si en la naturaleza. A modo
de ejemplo, el acido nucleico tipicamente se produce recombinantemente, teniendo dos o mas secuencias
procedentes de genes no relacionados dispuestas para formar un nuevo acido nucleico funcional, p. €j., un promotor
procedente de una fuente y una region codificante procedente de otra fuente. De forma similar, una proteina
heterdloga indica que la proteina comprende dos o mas subsecuencias que no se encuentran en la misma relacion
entre si en la naturaleza (p. €j., una proteina de fusion).

Un "promotor" se define como una serie de secuencias de acido nucleico que dirigen la transcripcion de un acido
nucleico. Segun se usa en la presente, un promotor incluye secuencias de acido nucleico necesarias cercanas al
sitio de inicio de la transcripcion, tales como, en el caso de un promotor de tipo polimerasa 11, un elemento TATA.
Un promotor también incluye opcionalmente elementos potenciadores o represores distales, que pueden estar
situados tanto como varios miles de pares de bases desde el sitio de inicio de la transcripcién. Un promotor
"constitutivo" es un promotor que es activo bajo la mayoria de las condiciones ambientales y de desarrollo. Un
promotor "inducible" es un promotor que es activo bajo una regulacion ambiental y de desarrollo. El término
"conectado operativamente" se refiere a una conexion funcional entre una secuencia de control de acido nucleico (tal
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como un promotor, o una serie de sitios de union a factores de transcripcion) y una segunda secuencia de acido
nucleico, en donde la secuencia de control de la expresion dirige la transcripcion del acido nucleico correspondiente
a la segunda secuencia.

Segun se usa en la presente, "recombinante” se refiere a un polinucleétido sintetizado o manipulado de otro modo in
vitro (p. ej., "polinucledtido recombinante"), a métodos de uso de polinucleétidos recombinantes para producir
productos génicos en células u otros sistemas bioldgicos, o a un polipéptido ("proteina recombinante") codificado por
un polinucleétido recombinante. "Medios recombinantes” también abarca la ligacién de acidos nucleicos que tienen
diversas regiones o dominios codificantes o secuencias promotoras procedentes de diferentes fuentes en un casete
de expresion o vector para la expresion de, p. €j., la expresion inducible o constitutiva de una proteina de fusion que
comprende un dominio de translocacion como el descrito en la presente y una secuencia de acido nucleico
amplificada usando la primera descrita en la presente.

La expresion "se hibrida selectivamente (o especificamente) a" se refiere a la unién, el doblamiento o la hibridacién
de una molécula a una secuencia nucleotidica particular bajo condiciones de hibridaciéon rigurosas cuando esa
secuencia esta presente en una mezcla compleja (p. j., ADN o ARN celular total o de biblioteca).

La expresion "condiciones de hibridacion rigurosas” se refiere a condiciones bajo las cuales una sonda se hibridara a
su subsecuencia diana, tipicamente en una mezcla compleja de acido nucleico, pero no a ofras secuencias. Las
condiciones rigurosas dependen de la secuencia y seran diferentes en diferentes circunstancies. Las secuencias
mas largas se hibridan especificamente a temperaturas superiores. Una guia exhaustiva para la hibridacion de
acidos nucleicos se encuentra en Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with
Nucleic Probes, "Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays" (1993).
Generalmente, las condiciones rigurosas se seleccionan para ser aproximadamente 5-10°C menos que el punto de
fusion térmica (Tm) para la secuencia especifica y un pH de fuerza ionica definido. La Tm es la temperatura (bajo
una fuerza idnica, un pH y una concentracion de &cido nucleico definidos) a la que 50% de las sondas
complementarias a la diana se hibrida a la secuencia diana en el equilibrio (como las secuencias diana estan
presentes en exceso, a la Tm, 50% de las sondas esta ocupado en el equilibrio). Las condiciones rigurosas seran
aquellas en las que la concentracion de sal es menor de aproximadamente 1,0 M de ion sodio, tipicamente
aproximadamente de 0,01 a 1,0 M de concentracion de ion sodio (u otras sales) a pH 7,0 a 8,3 y la temperatura es al
menos aproximadamente 30°C para sondas cortas (p. €j., de 10 a 50 nucledtidos) y al menos aproximadamente
60°C para sondas largas (p. €j., mas de 50 nucleétidos). También se pueden alcanzar concentraciones rigurosas
con la adicion de agentes desestabilizadores tales como formamida. Para una hibridacion selectiva o especifica, una
sefal positiva es al menos dos veces el fondo, opcionalmente 10 veces la hibridacién de fondo. Condiciones de
hibridacién rigurosas ejemplares pueden ser como sigue: 50% de formamida, 5xSSC, y 1% de SDS, incubacion a
42°C, 0 5xSSC, 1% de SDS, incubacion a 65°C, con lavado en 0,2xSSC y 0,1% de SDS a 65°C. Estas hibridaciones
y etapas de lavado se pueden llevar a cabo durante, p. €j.,, 1, 2, 5, 10, 15, 30, 60 0 mas minutos.

Acidos nucleicos que no se hibridan entre si bajo condiciones rigurosas estan sin embargo sustancialmente
relacionados si los polipéptidos que codifican estan sustancialmente relacionados. Esto ocurre, por ejemplo, cunado
una copia de un acido nucleico se crea usando la degeneracion de codones maxima permitida por el cédigo
genético. En estos casos, los acidos nucleicos se hibridan tipicamente bajo condiciones de hibridacion
moderadamente rigurosas. "Condiciones de hibridacion moderadamente rigurosas" ejemplares incluyen una
hibridacion en un tampén de 40% de formamida, 1 M de NaCl, 1% de SDS a 37°C, y un lavado en 1xSSC a 45°C.
Estas hibridaciones y etapas de lavado se pueden llevar a cabo durante, p. €j., 1, 2, 5, 10, 15, 30, 60 0 mas minutos.
Una hibridacion positiva es al menos dos veces el fondo. Los expertos normales identificaran facilmente que se
pueden utilizar condiciones de hibridacion y lavado alternativas para proporcionar condiciones de rigurosidad similar.

"Anticuerpo" se refiere a un polipéptido que comprende una regidon de soporte procedente de un gen de
inmunoglobulina o fragmentos de la misma que se une a y reconoce un antigeno. Los genes de inmunoglobulina
reconocidos incluyen los genes de las regiones constantes kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu, asi
como los multiples genes de regiones variables inmunoglobulinicas. Las cadenas ligeras se clasifican bien como
kappa o bien como lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, que a su vez
definen las clases de inmunoglobulinas, 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente.

Una unidad estructural inmunoglobulinica (anticuerpo) ejemplar comprende un tetramero. Cada tetramero esta
compuesto por dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una cadena 'ligera"
(aproximadamente 25 kDa) y una "pesada" (aproximadamente 50-70 kDa). El extremo N de cada cadena define una
region variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos principalmente responsables del reconocimiento
del antigeno. Los términos cadena ligera variable (V) y cadena pesada variable (V) se refieren a estas cadenas
ligeras y pesadas, respectivamente.

Un "anticuerpo quimérico" es una molécula de anticuerpo en la que (a) la region constante, o una porcion de la
misma, se altera, reemplaza o intercambia de modo que el sitio de unién antigénica (region variable) esté conectado
a una region constante de una clase, funcién efectora y/o especie diferente o alterada, o una molécula totalmente
diferente que confiere nuevas propiedades al anticuerpo quimérico, p. €j., una enzima, una toxina, una hormona, un
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factor de crecimiento, un farmaco, etc.; o (b) la region variable, o una porciéon de la misma, se altera, reemplaza o
intercambia con una region variable que tiene una especificidad antigénica diferente o alterada.

Un anticuerpo "anti-T1R" es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido
codificado por un gen, ADNc de T1R o una subsecuencia del mismo.

El término "inmunoensayo" es un ensayo que usa un anticuerpo para unirse especificamente a un antigeno. El
inmunoensayo se caracteriza por el uso de propiedades de union especificas de un anticuerpo particular para aislar,
elegir como diana y/o cuantificar el antigeno.

La expresion "se une especificamente (o selectivamente)" a un anticuerpo o "especificamente (o selectivamente)
inmunorreactivo con”, cuando se refiere a una proteina o un péptido, se refiere a una reaccién de unién que es
determinante de la presencia de la proteina en una poblacion heterogénea de proteinas y otros materiales
biolégicos. Asi, bajo las condiciones de inmunoensayo disefiadas, los anticuerpos especificos se unen a una
proteina particular al menos dos veces el fondo y no se unen sustancialmente en una cantidad significativa a otras
proteinas presentes en la muestra. La unién especifica a un anticuerpo bajo estas condiciones puede requerir un
anticuerpo que se seleccione por su especificidad para una proteina particular.

Por ejemplo, se pueden seleccionar anticuerpos policlonales producidos para un miembro de la familia T1R de
especies especificas tales como rata, ratén o ser humano para obtener solo los anticuerpos policlonales que sean
especificamente inmunorreactivos con el polipéptido de T1R o una porcién inmunogénica del mismo y no con otras
proteinas, excepto para ortélogos o variantes polimorficas y alelos del polipéptido de T1R. Esta seleccion se puede
alcanzar al sustraer anticuerpos que reaccionan cruzadamente son moléculas de T1R de otras especies u otras
moléculas de T1R. También se pueden seleccionar anticuerpo que reconocen solamente miembros de la familia
GPCR de T1R pero no GPCRs de otras familias. Se puede usar una variedad de formatos de inmunoensayo para
seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos con una proteina particular. Por ejemplo, se usan
normalmente inmunoensayos de ELISA en fase sdlida para seleccionar anticuerpos especificamente
inmunorreactivos con una proteina (véase, p. €j., Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, (1988), para una
descripcion de formatos y condiciones de inmunoensayo que se pueden usar para determinar inmunorreactividad
especifica). Tipicamente, una reaccion especifica sera al menos dos veces la sefial de fondo o el ruido y mas
tipicamente mas de 10 a 100 veces el fondo.

La expresion "se asocia selectivamente con" se refiere a la capacidad de un acido nucleico para "hibridarse
selectivamente” con otro segun se define anteriormente, o la capacidad de un anticuerpo para "unirse
selectivamente (o especificamente) a una proteina, segun se define anteriormente.

El término "vector de expresion" se refiere a cualquier sistema de expresion recombinante con el propédsito de
expresar una secuencia de acido nucleico segun se describe en la presente in vitro o in vivo, constitutivamente o
induciblemente, en cualquier célula, incluyendo una célula procariotica, de levadura, fungica, de planta, insecto o
mamifero. El término incluye sistemas de expresion lineales o circulares. El término incluye sistemas de expresion
que permanecen episémicos o se integran en el genoma de la célula hospedadora. Los sistemas de expresion
pueden tener o no la capacidad de autorreplicarse, es decir, conducir solo la expresion transitoria en una célula. El
término incluye casetes de expresion recombinantes que contienen solamente los elementos minimos necesarios
para la transcripcién del acido nucleico recombinante.

Por "célula hospedadora" se entiende una célula que contiene un vector de expresion y soporta las replicacion o
expresion del vector de expresion. Las células hospedadoras pueden ser células procariéticas tales como E. coli o
células eucaridticas tales como células de levadura, insecto, anfibio o mamifero tales como CHO, HelLa, HEK-293 y
similares, p. €j., células cultivadas, explantes y células in vivo.

Basandose en lo precedente y descrito en la presente esta el descubrimiento de que se pueden construir receptores
quiméricos que comprenden porciones de un T1R1 y un T1R2 de la misma especie o una diferente que cuando se
coexpresan con una secuencia de T1R3 intacta o modificada de la misma especie o una diferente responden
especificamente a compuestos con sabor umami y/o dulce y que la activacion de estos receptores del sabor
quiméricos se potencia mediante compuestos potenciadores del dulce o umami. Por lo tanto, estos receptores
quiméricos se pueden usar en ensayos para cribar ligandos (saborizantes) dulces y umami, asi como cribar
compuestos que potencian o inhiben el sabor dulce o umami producido por otros compuestos con sabor dulce o
umami.

Segun se muestra en las Figuras 1-4, a fin de establecer la eficacia de los presentes receptores quiméricos en
ensayos basados en células para identificar compuestos moduladores del sabor, los presentes inventores
construyeron receptores del sabor quiméricos que comprendian porciones de hT1R2 y HT1R1 llamadas hT1R2-1,
que consiste en el dominio extracelular N-terminal de hT1R2 y el dominio 7-transmembranario C-terminal de HT1R1,
y hT1R1-2 que contiene dominios extracelulares de hT1R1 y el dominio 7-transmembranario C-terminal de hT1R2.
Cuando estos receptores quiméricos se coexpresaban con una secuencia de T1R3 de ser humano o roedor en una
linea celular HEK-293 que expresaba establemente este receptor quimérico asi como una proteina G quimérica
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promiscua G16-t25 o G16g44 que comprende respectivamente la porcion N-terminal de Galfa16 y los 25 o 44
aminoacidos carboxiterminales de transducina o gustducina, que el receptor quimérico de dulce-umami o el receptor
quimérico de sabor umami-dulce resultante era funcional y respondia especificamente a compuestos ligandos y
potenciadores del dulce y/o umami.

Particularmente, se observé que hT1R2-1 (SEQ ID N°: 1 y 2) respondia especificamente tanto a edulcorantes como
compuestos umami y que la actividad de este receptor es potenciada por un ciclamato agonista del dulce y se activa
mediante los compuestos umami denominados '807 y '336 que también funcionan como potenciadores a
concentraciones inferiores. Ademas, se observd que este receptor quimérico no respondia a IMP o MSG y también
que IMP no tenia efecto potenciador sobre la respuesta producida por otros compuestos umami. Esto sugiere que la
region extracelular de hT1R1 no se requiere para que todos los compuestos umami interactien con el receptor de
umami pero que si influye y es necesaria para las interacciones de MSG e IMP. Ademas, los resultados que
muestran que el ciclamato, un agonista del dulce del receptor natural, se comporta como un potenciador indican que
el compuesto puede estar interactuando con una porcién diferente del receptor del sabor que cuando interactia con
el receptor del dulce natural.

Particularmente, se observo que hT1R1-2 (SEQ ID N° 3 y 4) respondia a los compuestos umami incluyendo L-
glutamato, L-aspartato y L-AP4 y que la actividad de este receptor del sabor quimérico es potenciada por los
nucledtidos 5' IMP y GMP. Segun se apunta, estos resultados sugieren que la porcion extracelular de hT1R1 esta
implicada en el reconocimiento de algunos ligandos umami y sus potenciadores. En contraste, ninguno de los
compuestos dulces probados que incluian carbohidratos, aminoacidos dulces y edulcorantes sintéticos activaba
hT1R1-2 (SEQ ID N°: 3y 4)

Mas especificamente, los inventores generaron lineas celulares HEK-293 estables que expresan constitutivamente
hT1R2-1 o hT1R1-2 y una secuencia de T1R3, es decir hT1R3 o rT1R3, y una proteina G quimérica G16-g44 que
consiste en la porcién N-terminal de Galfa16 fusionada a los 44 ultimos aminoacidos de gustducina o G16-t25 que
consiste en la porcion N-terminal de Galfa16 y los 25 ultimos codones reemplazados por codones que codifican la
cola C-terminal (25 ultimos residuos de aminoacido) de transducina. Asi, en la proteina G quimérica resultante, los
25 Ultimos aminoacidos de Galfa16 se reemplazan por los 25 ultimos residuos de aminoacido de la secuencia
proteinica de transducina o los 44 ultimos aminoacidos se derivan de gustducina.

Usando la linea celular HEK-293 estable que expresaba hT1R2-1, los inventores probaron el efecto de edulcorantes
que incluian sacarosa, fructosa, D-triptéfano, aspartamo, ciclamato, sacarina y dulcina. (Figure 7) Excepto para el
ciclamato, todos estos edulcorantes activaban el receptor quimérico hT1R2-1/hT1R3, indicando que el dominio 7-
transmembranario C-terminal de hT1R2 no se requiere para la interaccion del receptor del sabor dulce
(hT1R2/hT1R3) con estos edulcorantes. Segun se muestra en las Figuras 9-12, el ciclamato potenciaba la activacion
de este receptor quimérico por aspartamo, D-triptéfano, sacarosa y fructosa. Segun se muestra en la Figura 13, el
ligando umami registrado '807 inducia la actividad de este receptor quimérico, y esta actividad era potenciada
adicionalmente por el ciclamato.

En experimentos adicionales, los inventores también probaron el efecto de diversos compuestos con sabor umami y
potenciadores sobre esta linea celular estable, incluyendo L-glutamato monosédico (MSG), IMP, '807 y '336, sobre
el receptor HT1R2-1 quimérico. Se encontré que el MSG o el IMP no tenian efecto sobre el receptor del sabor dulce-
umami quimérico. Ademas, el IMP no tenia efecto potenciador sobre las actividades del receptor expresado en la
linea celular estable, indicando que el dominio extracelular N-terminal de hT1R1 se requiere aparentemente para la
interaccion de MSG/IMP con el receptor del sabor umami (hT1R1/hT1R3). También se observd usando la misma
linea celular HEK-293 estable que dos ligandos umami registrados, identificados como '807 y '336, activaban
fuertemente el receptor quimérico. Estos resultados sugeririan que el dominio N-terminal de HT1R1 aparentemente
no se requiere para que estos compuestos interactien con u activen el receptor del sabor umami.

Los inventores probaron el efecto del ciclamato como un potenciador debido a que es ciclamato es un edulcorantes
que los inventores demostraron previamente que interactia con el dominio 7-transmembranario C-terminal de
hT1R3. Segun se menciona, el ciclamato que se encontré previamente es un agonista del receptor del sabor dulce
(hT1R2/hT1R3) y un potenciador del receptor del sabor umami (hT1R1/hT1R3). Por lo tanto, los inventores
efectuaron experimentos que elucidaban el efecto del ciclamato sobre la respuesta del presente receptor hT1R2-1
quimérico a ligandos dulces naturales y sintéticos incluyendo aspartamo, D-triptéfano, sacarosa, fructosa, y sobre el
efecto de '807 y viceversa asi como el efecto de '807 sobre la respuesta a aspartamo.

Particularmente segun se muestra en las Figuras 9-12, se observd que el ciclamato potenciaba la respuesta de
hT1R2-1 a diversos edulcorantes (aspartamo, D-triptéfano, sacarosa, fructosa) y se observé que el ciclamato solo no
activaba el receptor quimérico de dulce-umami (hT1R2-1/hT1R3), pero potenciaba sus respuestas a los
edulcorantes y los compuestos umami '807 y '336 en las lineas celulares hT1R2-1/hT1R3 estables. Estos resultados
sugieren que el ciclamato, un agonista del receptor del sabor dulce (hT1R2/hT1R3), actia como un potenciador
sobre el receptor quimérico del dulce-umami (hT1R2-1/hT1R3).
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Segun se menciona, se mostréo que '807 y '336 interactuaban con el dominio transmembranario C-terminal de
hT1R1. Ademas de activar el receptor quimérico del dulce-umami, también se observé que 807 y 336 potencian las
actividades del receptor del sabor dulce-umami quimérico a concentraciones inferiores.

Segun se apunta anteriormente, también se efectuaron experimentos usando lineas celulares HEK-293 que
expresaban el receptor hT1R1-2 quimérico, una proteina G16gust44 quimérica y una secuencia de T1R3 de rata, lo
que revelaba que este receptor del sabor quimérico respondia a compuestos con sabor umami y que la actividad del
mismo se potencia mediante IMP y GMP.

Por lo tanto, basandose en lo precedente, se pueden usar un receptor quimérico del dulce-umami quimérico o
receptores del sabor umami-dulce quiméricos como los descritos en la presente y lineas celulares estables o
transitorias que expresan este receptor del sabor quimérico para identificar potenciadores del sabor dulce,
potenciadores del sabor umami, edulcorantes y moléculas con sabor umami. Ademas, estos receptores del sabor
quiméricos y lineas celulares que expresan estos receptores del sabor quiméricos se pueden usar en estudios
cartograficos y funcionales para determinar en qué residuos los ligandos dulces y umami interactian con sus
respectivos receptores del sabor. Ademas, estas moléculas se pueden usar para elucidar el mecanismo de la
activacion de receptores del dulce y el umami y la potenciacion de la activacion.

Segun se analiza con mas detalle posteriormente, estos receptores hibridos se pueden usar en cualquiera de los
ensayos de cribado divulgados en las solicitudes relacionadas con T1R previas del solicitante, incluyendo los
documentos US N° de Serie 09/897.427 presentado el 3 de julio de 2001 y US N° de Serie 10/179.373 presentado el
26 de junio de 2002. Adicionalmente, segun se analiza posteriormente, estos receptores hibridos se pueden
expresar usando cualquiera de los vectores de expresion y las células divulgados en la presente. Sin embargo,
células preferidas para la expresion incluyen células usadas tipicamente en ensayos de GPCR tales como HEK-293,
CHO, COS, MDK, BHK, L de mono y ovocitos (de rana).

En ensayos basados en células funcionales tales como los analizados posteriormente, el receptor quimérico
preferiblemente se expresara en asociaciéon con una proteina G adecuada tal como una proteina G promiscua tal
como Galfa15, Galfa16, transducina, gustducina, una proteina Gq, una proteina Gi o una proteina G quimérica tal
como una proteina quimérica derivada de Galfa16 y gustducina. Se ejemplifican en la presente proteinas G
quiméricas derivadas de G16 y transducina o gustducina.

Ademas, se debe entender que aunque la solicitud ejemplifica secuencias de acido nucleico y proteina dulces-
umami y umami-dulces quiméricas especificas, la invencién contempla ademas variantes de las mismas, p. €j.,
secuencias de acido nucleico y polipéptidos que poseen al menos 80% de identidad de secuencia con las mismas,
mas preferiblemente al menos 90% de identidad de secuencia con las mismas y mas tipicamente de 95, 96, 97, 98,
0 99% de identidad de secuencia con las mismas. De forma similar, estas secuencias quiméricas se pueden
expresar en asociacion con secuencias de T1R3 silvestres o variantes, es decir, variantes que poseen al menos
80% de identidad de secuencia con T1R3 humano o de roedor, mas tipicamente al menos 90% de identidad de
secuencia con las mismas, y ain mas tipicamente al menos 95, 96, 97, 98 0 99% de identidad de secuencia con las
mismas.

El efecto modulador del sabor de ligandos umami y dulces y potenciadores identificados usando los presentes
receptores del sabor quiméricos se confirmara preferiblemente en pruebas de sabor en seres humanos o animales.
Por ejemplo, se confirmara que modulan el sabor dulce 0 umami solos o en asociacion con otros compuestos
(compuesto dulce o compuesto con sabor umami). Estos compuestos se pueden usar como aditivos aromaticos en
diversas composiciones incluyendo alimentos, bebidas, medicamentos y cosméticos.

Preferiblemente, estos ensayos utilizaran una célula de prueba que expresa un ADN que codifica un hTIR que tiene
una de las secuencias de aminoacidos identificadas anteriormente. Sin embargo, se anticipa que también seran
utiles en estos ensayos fragmentos, ortdlogos, variantes o quimeras de estos polipéptidos receptores que retienen
las propiedades funcionales de estos receptores del sabor dulce-umami o umami-dulce quiméricos, es decir,
responden a algunos compuestos dulces o umami o potenciadores de los mismos compuestos. Ejemplos de estas
variantes incluyen variantes de empalme, polimorfismos de un solo nucleétido, variantes alélica y mutaciones
producidas por medios recombinantes o quimicos, o presentes en la naturaleza. Se indican posteriormente medios
para el aislamiento y la expresién de T1Rs, que se usan en los ensayos de la presente invencion y ensayos que son
contemplados para el uso en la presente invencién para identificar compuestos que inhiben la activacion de estos
receptores.

Aislamiento y expresion de T1Rs

El aislamiento y la expresion de los T1Rs, o fragmentos o variantes de los mismos, de la invencion se pueden
efectuar mediante procedimientos de clonacidon bien establecidos usando sondas o cebadores construidos
basandose en las secuencias de acidos nucleicos de T1R divulgadas en la solicitud. También se pueden identificar
secuencias de T1R relacionadas a partir de bases de datos gendémicas se ser humano u otra especie usando las

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 658 859 T3

secuencias divulgadas en la presente y tecnologias de busqueda informatizadas, p. €j., la busqueda de secuencias
BLAST. En un ejemplo particular, los pseudogenes divulgados en la presente se pueden usar para identificar alelos
funcionales o genes relacionados.

Los vectores de expresion se pueden usar a continuacion para infectar o transfectar células hospedadoras para la
expresion funcional de estas secuencias. Estos genes y vectores se pueden elaborar y expresar in vitro o in vivo. Un
experto identificara que se pueden obtener fenotipos deseados para alterar y controlar la expresion de acidos
nucleicos al modular la expresion o la actividad de los genes y los acidos nucleicos (p. ej., promotores,
potenciadores y similares) dentro de los vectores descritos en la presente. Se puede usar cualquiera de los métodos
conocidos descritos para incrementar o disminuir la expresién o la actividad. La invencién se puede poner en
practica junto con cualquier método o protocolo conocido en la técnica, que se describen a fondo en la bibliografia
cientifica y de patentes.

Alternativamente, estos acidos nucleicos se pueden sintetizar in vitro mediante técnicas de sintesis quimica muy
conocidas, segun se describe, p. €j., en Carruthers, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 47:411-18 (1982);
Adams, Am. Chem. Soc., 105:661 (1983); Belousov, Nucleic Acids Res. 25:3440-3444 (1997); Frenkel, Free Radic.
Biol. Med. 19:373-380 (1995); Blommers, Biochemistry 33:7886-7896 (1994); Narang, Meth. Enzymol. 68:90 (1979);
Brown, Meth. Enzymol. 68:109 (1979); Beaucage, Tetra. Lett. 22:1859 (1981); la Pat. de EE. UU. N° 4.458.066. A
continuacion, se pueden obtener fragmentos de ADN de doble hebra al sintetizar la hebra complementaria y
renaturalizar las hebras conjuntamente bajo condiciones apropiadas, o al afadir la hebra complementaria usando
ADN polimerasa con una secuencia cebadora apropiada.

Técnicas para la manipulacion de acidos nucleicos, tales como, por ejemplo, para generar mutaciones en las
secuencias, subclonacién, sondas de marcaje, secuenciacion, hibridaciéon y similares se describen a fondo en la
bibliografia cientifica y de patentes. Véanse, p. ej., Sambrook, ed., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed.),
Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory (1989); Ausubel, ed., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &
Sons, Inc., Nueva York (1997); Tijssen, ed., Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology:
Hybridization With Nucleic Acid Probes, Parte |, Theory and Nucleic Acid Preparation, Elsevier, N.Y. (1993).

Acidos nucleicos, vectores, capsides, polipéptidos y similares se pueden analizar y cuantificar mediante cualquiera
de un numero de medios generales muy conocidos por los expertos en la técnica art. Estos incluyen, p. gj., métodos
bioquimicos analiticos tales como NMR, espectrofotometria, radiografia, electroforesis, electroforesis capilar,
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), cromatografia en capa fina (TLC) y cromatografia de
hiperdifusion, diversos métodos inmunoldgicos, p. €j., reacciones con precipitina fluida o en gel, inmunodifusion,
inmunoelectroforesis, radioinmunoensayos (RIAs), ensayos de inmunoabsorciéon con enzimas ligadas (ELISAs),
ensayos inmunofluorescentes, analisis Southern, analisis Northern, analisis de transferencia de gota, electroforesis
en gel (p. ., SDS-PAGE), RT-PCR, PCR cuantitativa, otros métodos de amplificacion de acidos nucleicos o dianas
o sefales, radiomarcaje, recuento por centelleo y cromatografia de afinidad.

Se pueden usar cebadores oligonucleotidicos para amplificar acidos nucleicos que codifican una regioén de unién de
ligando a T1R. Los acidos nucleicos descritos en la presente también se pueden clonar o medir cuantitativamente
usando técnicas de amplificacién. Los métodos de amplificacion también son muy conocidos en la técnica e
incluyen, p. ej., reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Innis ed., PCR Protocols, a Guide to Methods and
Applications, Academic Press, N.Y. (1990); Innis ed., PCR Strategies, Academic Press, Inc., N.Y. (1995)); reaccién
en cadena de la ligasa (LCR) (Wu, Genomics, 4:560 (1989); Landegren, Science, 241:1077 (1988); Barringer, Gene,
89:117 (1990)); amplificacion por transcripcion (Kwoh, PNAS, 86:1173 (1989)); replicacion de secuencias
autosostenida (Guatelli, PNAS, 87:1874 (1990)); amplificacién por replicasa Q Beta (Smith, J. Clin. Microbiol.,
35:1477-91 (1997)); ensayo de amplificacion por replicasa Q-beta automatizado (Burg, Mol. Cell. Probes, 10:257-71
(1996)); y otras técnica mediadas por ARN polimerasa (p. ej., NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario). Véanse
ademas Berger, Methods Enzymol., 152:307-16 (1987); Sambrook; Ausubel; las Pat. EE. UU. N° 4.683.195 y
4.683.202; Sooknanan, Biotechnology, 13:563-64 (1995).

Una vez amplificados, los acidos nucleicos, bien individualmente o bien como bibliotecas, se pueden clonar segun
métodos conocidos en la técnica, si se desea, en cualquiera de una variedad de vectores usando métodos
biolégicos moleculares normales; métodos para clonar in vitro acidos nucleicos amplificados se describen, p. €j., la
Pat. EE. UU. N° 5.426.039. Para facilitar la clonacién de secuencias amplificadas, sitios enzimaticos de restriccion se
pueden "incorporar en" el cebador de PCR. Por ejemplo, se disefiaron sitios Pst | y Bsp E1 en los pares de
cebadores ejemplares. Estos sitios de restriccion particulares tienen una secuencia que, cuando estan ligados, estan
"en el marco" con respecto a la secuencia codificante "donante" de receptor 7-membranario en la que estan
empalmados (la secuencia codificante de la region de unién al ligando es interna con respecto al polipéptido 7-
membranario, asi, si se desea que la construccién sea traducida aguas abajo de un sitio de empalme de enzima de
restriccion, se deben evitar los resultados fuera del marco; esto puede no ser necesario si la regién de unién a
ligando insertada comprende sustancialmente la mayoria de la regiéon transmembranaria VIl). Los cebadores se
pueden disefiar para retener la secuencia original del receptor 7-membranario "donante". Alternativamente, los
cebadores pueden codificar residuos de aminoacido que son sustituciones conservativas (p. €j., residuo hidréfobo
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por hidréfobo, véase el analisis anterior) o sustituciones funcionalmente benignas (p. €j., no evitar la insercion en la
membrana plasmatica, provocan escision por peptidasa, provocan plegamiento anormal del receptor, y similares).

Los pares de cebadores se pueden disefiar para amplificar selectivamente regiones de unién a ligando de proteinas
de T1R. Estas regiones de union pueden variar para diferentes ligandos; asi, lo que puede ser una region de union
minima para un ligando, puede ser demasiado limitativo para un segundo ligando potencial. Asi, se pueden
amplificar regiones de uniéon de diferentes tamafios que comprenden diferentes estructuras de dominios; por
ejemplo, los dominios transmembranarios (TM) Il a VII, lll a VII, lll a VI o Il a VI, o variaciones de los mismos (p. €j.,
solamente una subsecuencia de un dominio particular, mezclando el orden de los dominios, y similares), de un T1R
7-transmembranario.

Como las estructuras de los dominios y la secuencia de muchas proteinas de T1R 7-membranario son conocidas, €l
experto puede seleccionar facilmente secuencias que flanquean dominios y de domino interno como secuencias
modélicas para disefiar pares de cebadores de amplificacion degenerados. Por ejemplo, una secuencia de acido
nucleico que codifica regiones de dominios Il a VIl se puede generar mediante amplificacion por PCR usando un par
de cebadores. Para amplificar una secuencia del dominio transmembranario | (TM |) que comprende acido nucleico,
se puede disefiar un cebador degenerado a partir de un acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de
la secuencia de consenso 1 de la familia T1R descrita anteriormente. Este cebador degenerado se puede usar para
generar una region de union que incorpora TMla TMIIl, TMIaTM IV, TMlaTMV, TMlaTM Vlio TM I a TM VII).
Se pueden disefar otros cebadores degenerados basandose en las otras secuencias de consenso de la familia T1R
proporcionadas en la presente. Este cebador degenerado se puede usar para generar una region de unién que
incorpora TMlllaTM IV, TMIllaTMV, TMlllaTM VIo TM Il a TM VII.

Paradigmas para disefiar pares de cebadores degenerados son muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, un
programa informatico estratégico de cebadores oligonucleotidicos hibridos de consenso-degenerados (CODEHOP)
es accesible como http://blocks.fhcrc.org/codehop.html, y esta conectado directamente desde el sitio de alineamiento
de secuencias multiple BlockMaker para la prediccion de cebadores hibridos empezando con un grupo de
secuencias proteinicas relacionadas, como regiones de union a ligandos de receptores del sabor conocidos (véanse,
p. €j., Rose, Nucleic Acids Res., 26:1628-35 (1998); Singh, Biotechniques, 24:318-19 (1998)).

Medios para sintetizar pares de cebadores oligonucleotidicos son muy conocidos en la técnica. Se pueden usar
pares de bases "naturales" o pares de bases sintéticas. Por ejemplo, el uso de nucleobases artificiales ofrece un
enfoque versatil para manipular la secuencia del cebador y generar una mezcla mas compleja de productos de
amplificaciéon. Diversas familias de nucleobases artificiales son capaces de asumir multiples orientaciones de los
enlaces de hidrogeno a través de rotaciones de los enlaces internos para proporcionar un medio para el
reconocimiento molecular degenerado. La incorporacion de estos analogos en una sola posicion de un cebador de
PCR permite la generacion de una biblioteca compleja de productos de amplificacion. Véase, p. €j., Hoops, Nucleic
Acids Res., 25:4866-71 (1997). También se pueden usar moléculas no polares para mimetizar la conformacion de
bases de ADN naturales. Un mimético de conformacion sin enlaces de hidrégeno para la adenina se puede replicar
eficazmente y selectivamente frente a un mimético de conformacion no polar para timina (véase, p. €j., Morales, Nat.
Struct. Biol., 5:950-54 (1998)). Por ejemplo, dos bases degeneradas pueden ser la base pirimidinica 6H,8H-3,4-
dihidropirimido[4,5-c][1,2]oxazin-7-ona o la base purinica N6-metoxi-2,6-diaminopurina (véase, p. €j., Hill, PNAS,
95:4258-63 (1998)). Cebadores degenerados ejemplares incorporan el analogo de nucleobase 5'-dimetoxitritil-N-
benzoil-2'-desoxi-citidina, 3'-[(2-cianoetil)--(N,N-diisopropil)]-fosforamidita (el término "P" en las secuencias, véase
anteriormente). Este analogo pirimidinico se une por enlaces de hidrégeno con purinas, incluyendo residuos de A'y
G.

Variantes polimorficas, alelos y homdlogos entre especies que son sustancialmente idénticos a un receptor del sabor
divulgado en la presente se pueden aislar usando las sondas de acido nucleico descritas anteriormente.
Alternativamente, se pueden usar bibliotecas de expresion para clonar polipéptidos de T1R y variantes polimorficas,
alelos y homologos entre especies de los mismos, al detectar homdlogos expresados inmunolégicamente con
antisueros o anticuerpos purificados elaborados contra un polipéptido de T1R, que también reconocen y se unen
selectivamente al homélogo de T1R.

Acidos nucleicos que codifican regiones de unién a ligandos de receptores del sabor se pueden generar mediante
amplificacion (p. ej., PCR) de secuencias de acido nucleico apropiadas usando pares de cebadores (perfectos o
degenerados) apropiados. El acido nucleico amplificado puede ser ADN gendmico procedente de cualquier célula o
tejido o ARNm o ADNc derivado de células que expresan receptores del sabor.

En un ejemplo, se pueden construir secuencias codificantes de proteinas hibridas que comprenden acidos nucleicos
que codifican T1Rs quiméricos o naturales fusionados con secuencias de translocaciéon. También se proporcionan
T1Rs hibridos que comprenden los motivos de translocacién y regiones que se unen a compuestos que producen
sabor de otras familias de receptores quimiosensoriales, particularmente receptores del sabor. Estas secuencias de
acido nucleico pueden estar conectadas operativamente a elementos de control de la transcripcion o la traduccién,
p. €j., secuencias de iniciacion de la transcripcion y la traduccion, promotores y potenciadores, terminadores de la
transcripcion y la traduccion, secuencias de poliadenilacion y otras secuencias Utiles para transcribir ADN a ARN. En
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la construccion de casetes de expresion recombinantes, vectores y transgénicos, se puede emplear un fragmento
promotor para dirigir la expresion del acido nucleico deseado en todas las células o los tejidos deseados.

En otro ejemplo, las proteinas de fusién pueden incluir secuencias de translocacion C-terminales o N-terminales.
Ademas, las proteinas de fusidon pueden comprender elementos adicionales, p. €j., para la deteccion, purificacion de
proteinas u otras aplicaciones. Dominios que facilitan la deteccion y la purificacion incluyen, p. €j., péptidos
quelantes de metales tales como tramos de polihistidina, médulos de histidina-triptéfano u otros dominios que
permiten la purificacion sobre metales inmovilizados; proteina que se une a maltosa; dominios de proteina A que
permiten la purificacion sobre inmunoglobulina inmovilizada; o el dominio utilizado en el sistema de purificacion por
extension/afinidad FLAGS (Immunex Corp, Seattle Wash.).

La inclusién de una secuencia conectora escindible tal como Factor Xa (véase, p. €j., Ottavi, Biochimie, 80:289-93
(1998)), motivo de reconocimiento de la proteasa subtilisina (véase, p. €j., Polyak, Protein Eng., 10:615-19 (1997));
enterocinasa (Invitrogen, San Diego, Calif.), y similares, entre el dominio de translocacién (para una expresion eficaz
en la membrana plasmatica) y el resto del polipéptido recientemente traducido puede ser util para facilitar la
purificacion. Por ejemplo, una construccion puede incluir un polipéptido que codifica una secuencia de acido nucleico
conectada a seis residuos de histidina seguida por una tiorredoxina, un sitio de escision de enterocinasa (véase, p.
€j., Williams, Biochemistry, 34:1787-97 (1995)) y un dominio de translocacion C-terminal. Los residuos de histidina
facilitan la deteccion y la purificacion mientras que el sitio de escision de enterocinasa proporciona un medio para
purificar la proteina o las proteinas deseadas del resto de la proteina de fusién. Tecnologia relativa a vectores que
codifican proteinas de fusién y la aplicacion de proteinas de fusidon son descritos a fondo en ,la bibliografia cientifica
y de patentes (véase, p. €j., Kroll, DNA Cell. Biol,. 12:441-53 (1993)).

Vectores de expresién, bien como vectores de expresion individuales o bien como bibliotecas de vectores de
expresion, que comprenden las secuencias codificantes de la regidon de unién a ligando se pueden introducir en un
genoma o en el citoplasma o un nucleo de una célula y expresarse mediante una variedad de técnicas
convencionales, descritas a fondo en la bibliografia cientifica y de patentes. Véanse, p. €j., Roberts, Nature, 328:731
(1987); Berger anteriormente; Schneider, Protein Expr. Purif., 6435:10 (1995); Sambrook; Tijssen; Ausubel. La
informacion de productos de fabricantes de reactivos bioldgicos y equipos experimentales también proporcionan
informacion relativa a métodos biolégicos conocidos. Los vectores se pueden aislar de fuentes naturales, obtener de
fuentes tales como las bibliotecas de ATCC o GenBank o preparar mediante métodos sintéticos o recombinantes.

Los acidos nucleicos se pueden expresar en casetes de expresion, vectores o virus que se expresan establemente o
transitoriamente en células (p. e€j., sistemas de expresion episdomicos). Se pueden incorporar marcadores de
seleccion en casetes de expresion y vectores para conferir un fenotipo seleccionable a células y secuencias
transformadas. Por ejemplo, los marcadores de seleccion pueden codificar el mantenimiento y la replicacion
episdmicos de modo que no se requiera la integracion en el genoma hospedador. Por ejemplo, el marcador puede
codificar resistencia a antibiéticos (p. €j., cloranfenicol, kanamicina, G418, bleomicina, higromicina) o resistencia a
herbicidas (p. €j., clorosulfurona o Basta) para permitir la seleccion de las células transformadas con las secuencias
de ADN deseadas (véanse, p. €j., Blondelet-Rouault, Gene, 190:315-17 (1997); Aubrecht, J. Pharmacol. Exp. Ther.,
281:992-97 (1997)). Debido a que los genes marcadores seleccionables que confieren resistencia a sustratos como
neomicina o higromicina solo se pueden utilizar en cultivo tisular, también se usan genes de quimiorresistencia como
marcadores seleccionables in vitro e in vivo.

Una secuencia de acido nucleico quimérica puede codificar una region de unién a ligando de T1R dentro de
cualquier polipéptido 7-transmembranario. Debido a que los polipéptidos del receptor 7-transmembranario tienen
secuencias primarias y estructuras secundarias y terciarias similares, los dominios estructurales (p. €j., dominio
extracelular, dominios TM, dominio citoplasmico, etc.) se pueden identificar facilmente mediante analisis de
secuencias. Por ejemplo, el modelado por homologia, el andlisis de Fourier y la deteccion de la periodicidad
helicoidal pueden identificar y caracterizar los siete dominios con una secuencia del receptor 7-transmembranario.
Se pueden usar algoritmos de transformacion de Fourier rapida (FFT) para determinar los periodos dominantes que
caracterizan perfiles de la hidrofobia y la variabilidad de las secuencias analizadas. Se pueden realizar una
potenciacion de la deteccion de periodicidad y un indice de periodicidad helicoidal alfa como por, p. €j., Donnelly,
Protein Sci., 2:55-70 (1993). Otros algoritmos de alineamiento y modelado son muy conocidos en la técnica (véanse,
p. €j., Peitsch, Receptors Channels, 4:161-64 (1996); Kyte & Doolittle, J. Md. Biol., 157:105-32 (1982); y Cronet,
Protein Eng., 6:59-64 (1993).

También se describen en la presente no solo las moléculas de acido nucleico y los polipéptidos que tienen las
secuencias de aminoacidos y acido nucleico de T1R naturales y quiméricas especificas, sino también fragmentos de
las mismas, particularmente fragmentos de, p. €j., 40, 60, 80, 100, 150, 200 o 250 nucleétidos o mas, asi como
fragmentos polipeptidicos de, p. €j., 10, 20, 30, 50, 70, 100 o 150 aminoacidos o mas. Opcionalmente, los
fragmentos de acido nucleico pueden codificar un polipéptido antigénico que es capaz de unirse a un anticuerpo
producido contra un miembro de la familia T1R. Ademas, un fragmento proteinico puede ser opcionalmente un
fragmento antigénico que es capaz de unirse a un anticuerpo producido contra un miembro de la familia T1R.
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También se contemplan proteinas quiméricas, que comprenden al menos 10, 20, 30, 50, 70, 100 o 150 aminoacidos
0 mas, de uno de al menos uno de los polipéptidos de T1R descritos en la presente, acopladas a aminoacidos
adicionales que representan la totalidad o parte de otro GPCR, preferiblemente un miembro de la superfamilia 7-
transmembranaria. Estas quimeras se pueden elaborar a partir de los presentes receptores y otro GPCR, o se
pueden elaborar al combinar dos o mas de los presentes receptores. En un ejemplo, una porcion de la quimera
corresponde a o se deriva del dominio transmembranario de un polipéptido de T1R de la invencién. En otro ejemplo,
una porcién de la quimera corresponde a o se deriva de la una o mas de las regiones transmembranarias de un
polipéptido de T1R descrito en la presente, y la porcion o las porciones restantes pueden provenir de otro GPCR.
Los receptores quiméricos son muy conocidos en la técnica y también son muy conocidas las técnicas para crearlos
y la seleccion y los limites de los dominios o fragmentos de los receptores acoplados a proteina G para la
incorporacion en los mismos. Asi, este conocimiento de los expertos en la técnica se puede usar faciimente para
crear estos receptores quiméricos. El uso de estos receptores quiméricos puede proporcionar, por ejemplo, una
caracteristica de sensibilidad al sabor de uno de los receptores divulgados especificamente en la presente, acoplada
con las caracteristicas de transduccion de sefiales de otro receptor, tal como un receptor muy conocido usado en
sistemas de ensayo de la técnica anterior.

Por ejemplo, una regién tal como una regidon de union a ligando, un dominio extracelular, un dominio
transmembranario, un dominio transmembranario, un dominio citoplasmico, un dominio N-terminal, un dominio C-
terminal, o cualquier combinacion de los mismos, se puede conectar covalentemente a una proteina heteréloga. A
modo de ejemplo, una region transmembranaria de T1R se puede conectar a un dominio transmembranario de
GPCR heterologo, o un dominio extracelular de GPCR heterdlogo se puede conectar a una region transmembranaria
de T1R. Otras proteinas heterélogas de eleccion pueden incluir, p. €j., proteina fluorescente verde, polipéptidos de
beta-galactosidasa, receptor de glutamato y los polipéptidos de rodopsina, p. €j., fragmentos N-terminales de
rodopsina, p. €j., rodopsina bovina.

También esta dentro del alcance de la invencion el uso de diferentes células hospedadoras para expresar los T1Rs
segun las reivindicaciones. Para obtener altos niveles de expresion de un gen o acido nucleico clonado, tales como
ADNCcs que codifican los T1Rs, fragmentos o variantes descritos en la presente, un experto tipicamente subclona la
secuencia de acido nucleico de interés en un vector de expresién que contiene un promotor fuerte para la
transcripcion directa, un terminador de la transcripcién/traduccion y, si es para un acido nucleico que codifica una
proteina, un sitio de unién al ribosoma para el inicio de la traduccion. Promotores bacterianos adecuados son muy
conocidos en la técnica y se describen, p. €j., en Sambrook y cols. Preferiblemente, se usan sistemas de expresion
eucarioticos para expresar el presente receptor hT1R.

Se puede usar cualquiera de los procedimientos bien conocidos para introducir secuencias nucleotidicas extrafias en
células hospedadoras. Estos incluyen el uso de transfeccion de fosfato calcico, polibreno, fusion de protoplastos,
electroporacion, liposomas, microinyeccion, vectores plasmaticos, vectores virales y cualquiera de los otros métodos
muy conocidos para introducir ADN genémico clonado, ADNc, ADN sintético u otro material genético extrafio en una
célula hospedadora (véase, p. €j., Sambrook y cols.). Solo es necesario que el procedimiento de manipulacion
genética particular usado sea capaz de introducir satisfactoriamente al menos una molécula de acido nucleico en la
célula hospedadora capaz de expresar el fragmento de T1R o la variante de interés.

Después de que el vector de expresion se introduzca en las células, las células transfectadas se cultivan bajo
condiciones que favorecen la expresion del receptor, el fragmento o la variante de interés, que a continuacion se
recupera del cultivo usando técnica estandar. Ejemplos de estas técnicas son muy conocidos en la especialidad.
Véase, p. €j., el documento WO 00/06593.

Ensayos para la deteccién de compuestos que modulan la actividad de un T1R segun la invencion

Se describen ahora métodos y composiciones para determinar si un compuesto de prueba se une especificamente a
un polipéptido de T1R segun se describe en la presente, tanto in vitro como in vivo. Se pueden controlar muchos
aspectos de la fisiologia celular para evaluar el efecto de la unién al ligando de un T1R presente en la naturaleza o
quimérico. Estos ensayos se pueden realizar sobre células intactas que expresan un polipéptido de T1R, sobre
células permeabilizadas o sobre fracciones de membrana producidas mediante métodos estandar.

Los receptores del sabor se unen a compuestos que producen sabor e inician la transduccién de estimulos quimicos
en sefales eléctricas. Una proteina G activada o inhibida alterara a su vez las propiedades de las enzimas diana, los
canales y otras proteinas efectoras. Algunos ejemplos son la activacion de cGMP fosfodiesterasa por transducina en
el sistema visual, adenilato ciclasa por la proteina G estimulante, fosfolipasa C por Gq y otras proteinas G cognadas,
y la modulacién de diversos canales por Gi y otras proteinas G. También se pueden examinar consecuencias aguas
abajo tales como la generacion de diacilglicerol e IP3 por fosfolipasa C y, a su vez, para la movilizacion de calcio por
IP3.
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Los presentes polipéptidos de T1R quiméricos del ensayo se seleccionaran tipicamente de un polipéptido que tiene
una secuencia contenida en las SEQ ID N°: 2 y 4 o fragmentos o variantes modificadas conservativamente del
mismo.

Alternativamente, las proteinas o los polipéptidos de T1R quiméricos del ensayo se pueden derivar de una célula
hospedadora eucariética, y pueden incluir una secuencia de aminoacidos que tiene identidad de secuencia de
aminoacidos con SEQ ID N°% 2 o 4 o variantes modificadas conservativamente de la misma. Generalmente, la
identidad de secuencia de aminoacidos sera al menos 30% preferiblemente 30-40%, mas especificamente 50-60,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%. Opcionalmente, las proteinas o los polipéptidos de T1R
de los ensayos pueden comprender una region de un polipéptido de T1R, tal como un dominio extracelular, una
region transmembranaria, un dominio citoplasmico, un dominio de unioén a ligando, y similares. Opcionalmente, el
polipéptido de T1R, o una porcién del mismo, puede estar conectado covalentemente a una proteina heteréloga para
crear una proteina quimérica usada en los ensayos descritos en la presente.

Se pueden probar moduladores de la actividad de T1R usando proteinas o polipéptidos de T1R como los descritos
anteriormente, bien recombinantes o bien presentes en la naturaleza. Las proteinas o los polipéptidos de T1R se
pueden aislar, expresar en una célula, expresar en una membrana derivada de una célula, expresar en tejido o en
un animal, bien recombinante o bien presente en la naturaleza. Por ejemplo, se pueden usar rodajas de lengua,
células disociadas de una lengua, células transformadas o membranas. La modulacion también se puede probar
usando uno de los ensayos in vitro o in vivo descritos en la presente.

Detecciéon de moduladores

Se describen posteriormente composiciones y métodos para determinar si un compuesto de prueba se une
especificamente a un receptor T1R segun se describe en la presente, tanto in vitro como in vivo. Se pueden
controlar muchos aspectos de la fisiologia celular para evaluar el efecto de la unién de un ligando a un polipéptido de
T1R segun se describe en la presente. Estos ensayos se pueden realizar sobre células intactas que expresan un
receptor quimiosensorial, sobre células permeabilizadas o sobre fracciones de membrana producidas mediante
métodos estandar o in vitro usando proteina sintetizadas de novo.

In vivo, los receptores del sabor se unen a compuestos moduladores del sabor e inician la transduccion de estimulos
quimicos en sefiales eléctricas. Una proteina G activada o inhibida alterara a su vez las propiedades de enzimas
diana, canales y ofras proteinas efectoras. Algunos ejemplos son la activaciéon de cGMP fosfodiesterasa por
transducina en el sistema visual, adenilato ciclasa por la proteina G estimulante, fosfolipasa C por Gq y oftras
proteinas G cognadas, y la modulacion de diversos canales por Gi y otras proteinas G. También se pueden
examinar consecuencias aguas abajo tales como la generacion de diacilglicerol e IP3 por fosfolipasa C y, a su vez,
para la movilizacién de calcio por IP3.

Alternativamente, las proteinas o los polipéptidos de T1R quiméricos del ensayo se pueden derivar de una célula
hospedadora eucariotica y pueden incluir una subsecuencia de aminoacidos que tiene identidad de secuencia de
aminoacidos con los polipéptidos de T1R divulgados en la presente, o fragmentos o variantes modificadas
conservativamente de la misma. Generalmente, la identidad de secuencia de aminoacidos sera al menos 35 a 50%,
u opcionalmente 75%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%. Opcionalmente, las proteinas o los polipéptidos de
T1R de los ensayos pueden comprender un dominio de una proteina de T1R, tal como un dominio extracelular, una
region transmembranaria, un dominio transmembranario, un dominio citoplasmico, un dominio de unién a ligando, y
similares. Ademas, segun se describe anteriormente, la proteina de T1R o un dominio de la misma se puede
conectar covalentemente a una proteina heteréloga para crear una proteina quimérica usada en los ensayos
descritos en la presente.

Se prueban moduladores de la actividad del receptor T1R usando proteinas o polipéptidos de T1R como los
descritos anteriormente, bien recombinantes o bien presentes en la naturaleza. Las proteinas o los polipéptidos de
T1R se pueden aislar, expresar en una célula, expresar en una membrana derivada de una célula, expresar en tejido
0 en un animal, bien recombinante o bien presente en la naturaleza. Por ejemplo, se pueden usar rodajas de lengua,
células disociadas de una lengua, células transformadas o membranas. La modulacion también se puede probar
usando uno de los ensayos in vitro o in vivo descritos en la presente.

1. Ensayos de unioén in vitro

La transduccién del sabor también se puede examinar in vitro con reacciones en estado sélido o soluble, usando los
polipéptidos de T1R descritos en la presente. En un ejemplo particular, se pueden usar dominios de union a ligando
de T1R in vitro en reacciones en estado soluble o solido para ensayar con respecto a la unién al ligando.

Es posible que el dominio de unién a ligando pueda estar formado por el dominio N-terminal junto con porciones
adicionales del dominio extracelular, tales como los bucles extracelulares del dominio transmembranario.
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Se han usado ensayos de union in vitro con otros GPCRs, tales como los receptores de glutamato metabotropicos
(véase, p. €j., Han and Hampson, J. Biol. Chem. 274:10008-10013 (1999)). Estos ensayos podrian implicar
desplazar un ligando marcado radiactivamente o fluorescentemente, medir cambios en la fluorescencia intrinseca o
cambios en la susceptibilidad proteolitica, etc.

La union del ligando a un polipéptido de T1R segun se describe en la presente se puede probar en solucién, en una
membrana de doble capa, , opcionalmente ligada a una fase sdlida, en una monocapa lipidica o en vesiculas. La
union de un modulador se puede probar usando, p. €j., cambios en las caracteristicas espectroscopicas (p. €j.,
fluorescencia, absorbancia, indice de refraccion) las propiedades hidrodinamicas (p. e€j., conformacion),
cromatograficas o de solubilidad.

En un ejemplo preferido, se usa un ensayo de unién a ***)GTPyS. Segun se describe anteriormente, al activar un
GPCR, la subunidad Ga del complejo de la proteina G se estimula para intercambia GDP unido por GTP. La
estimulacion mediada por ligando de la actividad de intercambio de proteina G se puede medir en un ensayo
bioguimico que mide la unién de [35S]GTPvS marcado radiactivamente afiadido a la proteina G en presencia de un
ligando putativo. Tipicamente, membranas que contienen el receptor quimiosensorial de interés se mezclan con una
ngteina G. Se afiaden al ensayo inhibidores y/o activadores potenciales y P*)GTPyS y se mide la unién de

]GTPvS a la proteina G. La unién se puede medir mediante recuento por centelleo de liquido o por otros medios
conocidos en la técnica, incluyendo ensayos de proximidad de centelleo (SPA). En otros formatos de ensayo, se
puede utilizar GTPyS marcado fluorescentemente.

2. Ensayos de polarizacion fluorescente

En otro ejemplo, se pueden usar ensayos basados en polarizacion fluorescente ("FP") para detectar y controlar la
union al ligando. La polarizacion fluorescente es una técnica de laboratorio versatil para medir la unién en equilibrio,
la hibridacion de acidos nucleicos y la actividad enzimatica. Los ensayos de polarizacion fluorescente son
homogéneos ya que no requieren una etapa de separacion tal como centrifugacion, filtraciéon, cromatografia,
precipitacion o electroforesis. Estos ensayos se realizan en tiempo real, directamente en solucién y no requieren una
fase inmovilizada. Los valores de polarizacion se pueden medir repetidamente y después de la adicién de reactivos
ya que medir la polarizacién es rapido y no destruye la muestra. Generalmente, esta técnica se puede usar para
medir valores de polarizaciéon de fluoréforos a partir de niveles picomolares bajos a micromolares. Esta seccion
describe como la polarizacion fluorescente se puede usar de un modo simple y cuantitativo para medir la unién de
ligando a los polipéptidos de T1R que se describen en la presente.

Cuando una molécula marcada fluorescentemente se excita con luz polarizada plana, emite luz que tiene un grado
de polarizacion que es inversamente proporcional a su rotacion molecular. Las moléculas grandes marcadas
fluorescentemente permanecen relativamente estacionarias durante el estado excitado (4 nanosegundos en el caso
de la fluoresceina) y la polarizacion de la luz permaneces relativamente constante entre la excitacion y la emision.
Las moléculas pequeiias marcadas fluorescentemente giran rapidamente durante el estado excitado y la
polarizacién cambia significativamente entre la excitacion y la emision. Por lo tanto, las moléculas pequeias tiene
bajos valores de polarizaciéon y las moléculas grandes tienen altos valores de polarizacién. Por ejemplo, un
oligonucledtidos marcado con fluoresceina de una sola hebra tiene un valor de polarizacion relativamente bajo pero
cuando se hibrida a una hebra complementaria, tiene un valor de polarizacién superior. Cuando se usa FP para
detectar y controlar la unién a un compuesto que produce sabor que puede activar o inhibir receptores
quimiosensoriales descritos en la presente, se pueden usar compuestos que producen sabor marcados
fluorescentemente o compuestos que producen sabor autofluorescentes.

La polarizacioén (P) fluorescente se define como:

P= [M&ﬁm
[Intpe + Intpepp ]

Donde. Intpar s la intensidad de la luz de emision paralela al plano de luz de excitacion y Intper, €s la intensidad de la
luz de emisién perpendicular al plano de luz de excitacién. P, que es una relaciéon de intensidades de luz, es un
numero adimensional. Por ejemplo, se puede usar el sistema Beacon™ y Beacon 2000™ en relacion con estos
ensayos. Estos sistemas expresan tipicamente la polarizacion en unidades de milipolarizacion (1 unidad de
polarizacién = 1000 unidades mP).

La relacién entre la rotacion molecular y el tamario se describe por la ecuacion de Perrin y el lector es referido a
Jolley, M. E. (1991) en Journal of Analytical Toxicology, pp. 236-240, que da una explicacion a fondo de esta
ecuacion. En resumen, la ecuacion de Perrin indica que la polarizacién es directamente proporcional al tiempo de
relajacion rotacional, el tiempo que emplea una molécula para girar a través de un angulo de aproximadamente
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68,5°. El tiempo de relajacion rotacional se relaciona con la viscosidad (n), la temperatura absoluta (T), el volumen
molecular (V) y la constante de los gases (R) mediante la siguiente ecuacion: 2(tiempo de relajacion rotacional) = 3
V RT.

El tiempo de relajacion rotacional es pequefio (=~ nanosegundo) para moléculas pequefas (p. €j. fluoresceina) y
grande (=~ 100 nanosegundos) para moléculas grandes (p. ej. inmunoglobulinas). Si la viscosidad y la temperatura
se mantienen constantes, el tiempo de relajacion rotacional, y por lo tanto la polarizacién, se relaciona directamente
con el volumen molecular. Los cambios en el volumen molecular se pueden deber a interacciones con otras
moléculas, disociacion, polimerizacion, degradacion, hibridacion o cambios de conformacién de la molécula marcada
fluorescentemente. Por ejemplo, se ha usado polarizacion fluorescente para medir la escision enzimatica de
polimeros grandes marcados con fluoresceina por proteasas, ADNasas y ARNasas. También se ha usado para
medir la unién en equilibrio para interacciones proteina/proteina, la unién anticuerpo/antigeno y la union
proteina/ADN.

A. Ensayos de alto rendimiento en estado sélido y solubles

En otro ejemplo mas, se describen en la presente ensayos solubles que usan un polipéptido de T1R; o una célula o
un tejido que expresa un polipéptido de T1R. En otro ejemplo, se describen en la presente ensayos in vitro basados
en fase solida en un formato de alto rendimiento, en los que el polipéptido de T1R, o la célula o el tejido que expresa
el polipéptido de T1R, esta ligado a un sustrato en fase solida o un compuesto estimulante del sabor y se pone en
contacto con un receptor T1R, y la unién se detecta usando una etiqueta apropiada o un anticuerpo producido contra
el receptor T1R.

En los ensayos de alto rendimiento descritos, es posible cribar hasta varios miles de moduladores o ligandos
diferentes en un solo dia. En particular, cada pocillo de una placa de microvaloracién se puede usar para realizar un
ensayo separado contra un modulador potencial seleccionado o, si se van a observan efectos de la concentracion o
el tiempo de incubacién, cada 5-10 pocillos pueden probar un Unico modulador. Asi una sola placa de
microvaloracion estandar puede ensayar aproximadamente 100 (p. €j., 96) moduladores. Si se usan placas de 1536
pocillos, entonces una sola placa puede ensayar facilmente de aproximadamente 1000 a aproximadamente 1500
compuestos diferentes. También es posible ensayar multiples compuestos en cada pocillo de la placa. Es posible
ensayar varias placas diferentes al dia; cribados de ensayo para hasta aproximadamente 6.000-20.000 compuestos
diferentes son posibles usando los sistemas integrados descritos en la presente. Mas recientemente, se han
desarrollados enfoques microfluidicos para manipulacion de reactivos.

La molécula de interés se puede unir al componente en estado sélido, directamente o indirectamente, a través de
conexion covalente o no covalente, p. €j., a través de una etiqueta. La etiqueta puede ser cualquiera de una variedad
de componentes. En general, una molécula que se une a la etiqueta (ligador de la etiqueta) se fija a un soporte
solido y la molécula de interés (p. €j., la molécula de transduccion del sabor de interés) etiquetada se liga al soporte
soélido mediante la interaccion de la etiqueta y el ligador de la etiqueta.

Se puede usar un numero de etiquetas y ligadores de etiquetas, basandose en interacciones moleculares conocidas
descritas a fondo en la bibliografia. Por ejemplo, cuando la etiqueta tiene un ligador natural, por ejemplo, biotina,
proteina A o proteina G, se puede usar junto con ligadores de etiquetas apropiados (avidina, estreptavidina,
neutravidina, la regién Fc de una inmunoglobulina, etc.). Anticuerpos para moléculas con ligadores naturales tales
como biotina también son ligadores de etiquetas ampliamente disponibles y apropiados (véase SIGMA
Immunochemicals catalogo SIGMA de 1998, St. Louis Mo.).

De forma similar, cualquier compuesto hapténico o antigénico se puede usar en combinacién con un anticuerpo
apropiado para formar un par etiqueta/ligador de etiqueta. Miles de anticuerpos especificos estan disponibles
comercialmente y muchos anticuerpos adicionales se describen en la bibliografia. Por ejemplo, en una configuracion
comun, la etiqueta es un primer anticuerpo y el ligador de etiqueta es un segundo anticuerpo que reconoce el primer
anticuerpo. Ademas de las interacciones anticuerpo-antigeno, las interacciones receptor-ligando también son
apropiadas como pares de etiqueta y ligador de etiqueta. Por ejemplo, agonistas y antagonistas de receptores de la
membrana celular (p. €j., interacciones receptor celular-ligando tal como transferrina, c-kit, ligandos de receptores
virales, receptores de citocinas, receptores quimiocinas, receptores de interleucinas, receptores de
inmunoglobulinas, y anticuerpos, la familia de cadhereinas, la familia de integrinas, la familia de selectinas, y
similares; véase, p. €j., Pigott & Power, The Adhesion Molecule Facts Book | (1993)). De forma similar, toxinas y
venenos, epitopos virales, hormonas (p. €j., opiaceos, esteroides, etc.), receptores intracelulares (p. ej., que median
en los efectos de diversos ligandos pequefios, incluyendo esteroides, hormona tiroidea, retinoides y vitamina D;
péptidos), farmacos, lectinas, azlcares, acidos nucleicos (configuraciones poliméricas tanto lineales como ciclicas),
oligosacaridos, proteinas, fosfolipidos y anticuerpos pueden interactuar todos con diversos receptores celulares.

Los polimeros sintéticos, tales como poliuretanos, poliésteres, policarbonatos, poliureas, poliamidas, polietileniminas,
poli(sulfuros de arileno), polisiloxanos, poliimidas y poliacetatos, también pueden formar una etiqueta o ligador de
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etiqueta apropiados. Muchos otros pares de etiqueta/ligador de etiqueta también son utiles en sistemas de ensayo
descritos en la presente, como seria evidente para un experto al revisar esta divulgacion.

Conectores comunes tales como péptidos, poliéteres y similares también pueden servir como etiquetas, e incluyen
secuencias polipeptidicas, tales como secuencias de poliglicina de entre aproximadamente 5 y 200 aminoacidos.
Estos conectores flexibles son conocidos para los expertos en la técnica. Por ejemplo, conectores de
poli(etilenglicol) estan disponibles de Shearwater Polymers, Inc. Huntsville, Ala. Estos conectores tienen
opcionalmente conexiones amida, conexiones sulfhidrilo o conexiones heterofuncionales.

Los ligadores de etiquetas se fijan a sustratos sdélidos usando cualquiera de una variedad de métodos actualmente
disponibles. Los sustratos sélidos cominmente se derivan o funcionalizan al exponer la totalidad o una porcién del
sustrato a un reactivo quimico que fija un grupo quimico a la superficie que es reactiva con una porcion del ligador
de etiqueta. Por ejemplo, grupos que son adecuados para la ligazén a una porcion de cadena mas larga incluirian
aminas, grupos, hidroxilo, tiol y carboxilo. Se pueden usar aminoalquilsilanos e hidroxialquilsilanos para funcionalizar
una variedad de superficies, tales como superficies de vidrio. La construccion de estas matrices biopoliméricas en
fase solida se describe a fondo en la bibliografia. Véanse, p. €j., Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963)
(que describe la sintesis en fase solida, p. €j., de péptidos); Geysen y cols., J. Immun. Meth., 102:259-274 (1987)
(que describe la sintesis de componentes en fase soélida sobre agujas); Frank & Doring, Tetrahedron, 44:60316040
(1988) (que describe la sintesis de diversas secuencias peptidicas sobre discos de celulosa); Fodor y cols., Science,
251:767-777 (1991); Sheldon y cols., Clinical Chemistry, 39(4):718-719 (1993); y Kozal y cols., Nature Medicine,
2(7):753759 (1996) (que describen todos matrices de biopolimeros fijados a sustratos sélidos). Enfoques no
quimicos para fijar ligadores de etiquetas a sustratos incluyen otros métodos comunes, tales como calor, reticulacion
mediante radiacion UV, y similares.

3. Ensayos basados en células

En un ejemplo preferido, una proteina de T1R se expresa en una célula eucariética bien en formas no modificadas o
bien como receptores quiméricos, variantes o truncados con o preferiblemente sin una secuencia chaperénica
heteréloga que facilite su maduracion y orientacion a través de la ruta secretora. Estos polipéptidos de T1R se
pueden expresar en cualquier célula s eucaritdtica, tal como células HEK-293. Preferiblemente, las células
comprenden una proteina G funcional, p. €j., G.a15, 0 una G.q16 quimérica, gustducina o transducina o una proteina
G quimérica tal como G16gust44 que es capaz de acoplar el receptor quimérico a una ruta de sefalizacion
intracelular o a una proteina de sefializacion tal como fosfolipasa C. La activacién de receptores de T1R en estas
células se puede detectar usando cualquier método estandar, tal como al detectar cambio en el calcio intracelular al
detectar fluorescencia dependiente de FURA-2 en una célula. Este ensayo es la base de los hallazgos
experimentales presentados en esta solicitud.

Los receptores GPCR activados a menudo son sustratos para cinasas que fosforilan la cola C-terminal del receptor
(y posiblemente también otros sitios). Asi, los activadores promoveran la transferencia de *’P desde ATP
radioetiquetado al receptor, lo que se puede ensayar mediantes un contador de centelleo. La fosforilacion de la cola
C-terminal promovera la unién de proteinas similares a arrestina e interferira con la unién de proteinas G. Para una
revision general de la transduccion de sefiales de GPCR y métodos para ensayar la transduccion de sefales,
véanse, p. €j., Methods in Enzymology, vols. 237 y 238 (1994) y volumen 96 (1983); Bourne y cols., Nature,
10:349:117-27 (1991); Bourne y cols., Nature, 348:125-32 (1990); Pitcher y cols., Annu. Rev. Biochem., 67:653-92
(1998).

La modulacién de T1R se puede ensayar al comparar la respuesta de polipéptidos de T1R quiméricos como los
descritos en la presente tratados con un modulador de T1R putativo con la respuestas de una muestra de control no
tratada o una muestra que contiene un control "positivo" conocido. Estos moduladores de T1R putativos pueden
incluir moléculas que bien inhiben o bien activan la actividad del polipéptido de T1R. En un ejemplo, a muestras de
control tratadas con un compuesto que activa el T1R se les asigna un valor de actividad relativa de T1R de 100. La
inhibicién de un polipéptido de T1R se alcanza cuando el valor de la actividad de T1R con relacion a la muestra de
control es aproximadamente 90%, opcionalmente 50%, opcionalmente 25-0%. La activacion de un polipéptido de
T1R se alcanza cuando el valor de la actividad de T1R con relacién al control es 110%, opcionalmente 150%, 200-
500% o 1000-2000%.

Los cambios en el flujo idnicos se pueden evaluar al determinar cambios en la polarizacion iénica (es decir, el
potencial eléctrico) de la célula o la membrana que expresa un polipéptido de T1R. Un medio para determinar
cambios en la polarizacion celular es medir cambios en la corriente (midiendo de ese modo cambios en la
polarizacién) con técnicas de fijacion de voltaje y pinzamiento zonal (véanse, p. €j., el modo "ligado a célula", el
modo "de dentro a afuera" y el modo de "células enteras", p. €j., Ackerman y cols., New Engl. J Med., 336:1575-
1595 (1997)). Las corrientes en células enteras se determinan convenientemente usando el patron. Otros ensayos
conocidos incluyen: ensayos de flujo idnico radiomarcados y ensayos fluorescentes que usan colorantes sensibles al
voltaje (véanse, p. €j., Vestergarrd-Bogind y cols., J. Membrane Biol., 88:67-75 (1988); Gonzales & Tsien, Chem.
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Biol., 4:269-277 (1997); Daniel y cols., J. Pharmacol. Meth., 25:185-193 (1991); Holevinsky y cols., J. Membrane
Biology, 137:59-70 (1994)).

Los efectos de los compuestos de prueba sobre la funcién de los polipéptidos se puede medir al examinar cualquiera
de los parametros descritos anteriormente. Cualquier cambio fisioldgico adecuado que afecte a la actividad de
GPCR se puede usar para evaluar la influencia de un compuesto de prueba sobre los polipéptidos descritos en la
presente. Cuando las consecuencias funcionales se determinan usando células o animales intactos, también se
puede medir una variedad de efectos tales como liberacidon de transmisores, liberacién hormonas, cambios
transcripcionales en marcadores genéticos tanto conocidos como no caracterizados (p. €j., transferencias Northern),
cambios en el metabolismo celular tales como crecimiento celular o cambios de pH, y cambios en segundos
mensajeros intracelulares tales como Ca.2+, IP3, cGMP o cAMP.

Ensayos preferidos para GPCRs incluyen células que estan cargadas con colorantes sensibles a los iones o el
voltaje para presentar la actividad del receptor. Ensayos para determinar la actividad de estos receptores también
pueden usar agonistas y antagonistas conocidos para otros receptores acoplados a proteina G como controles para
evaluar la actividad de los compuestos probados. En ensayos para identificar compuestos moduladores (p. €j.,
agonistas, antagonistas), los cambios en el nivel de iones en el citoplasma o el voltaje de la membrana se
comprobaran usando un indicador sensible a iones o fluorescente para el voltaje de la membrana, respectivamente.
Entre los indicadores sensibles a iones y las sondas de voltaje que se pueden emplear estan los divulgados en el
catalogo de 1997 de Molecular Probes. Para receptores acoplados a proteina G, proteinas G promiscuas tales como
Gais ¥ Gaie S€ pueden usar en el ensayo de eleccion (Wilkie y cols., Proc. Nat'l Acad. Sci., 88:10049-10053 (1991)).
Alternativamente, se pueden usar otras proteinas G tales como gustducina, transducina y proteinas G quiméricas
tales como Ga16gust44 o G16g44.

La activacion del receptor inicia episodios intracelulares posteriores, p. €j., incrementos en segundos mensajeros. La
activacion de algunos receptores acoplados a proteina G estimula la formacion de trifosfato de inositol (IP3) a través
de hidrdlisis de fosfatidilinositol mediada por fosfolipasa C (Berridge & Irvine, Nature, 312:315-21 (1984)). IP3, a su
vez, estimula la liberacion de almacenes de iones calcio intracelulares. Asi, un cambio en los niveles citoplasmicos
de iones calcio, o un cambio en los niveles de segundo mensajero tal como IP3 se pueden usar para evaluar la
funcion del receptor acoplado a proteina G. Las células que expresan tales receptores acoplados a proteina G
pueden exhibir un incremento en los niveles citoplasmicos de calcio como resultado de la contribucion tanto de la
liberacién de calcio a partir de almacenes intracelulares como de la entrada de cambio extracelular a través de
canales ionicos de la membrana plasmatica.

En un ejemplo preferido, la actividad del polipéptido de T1R se mide al expresar gen de T1R en una célula
heteréloga con una proteina G promiscua que conecta el receptor a una ruta de transduccion de sefiales de
fosfolipasa C (véase Offermanns & Simon, J. Biol. Chem., 270:15175-15180 (1995)). Preferiblemente, la linea celular
es HEK-293 (que no expresa normalmente genes de T1R) y la proteina G promiscua es Gq1s (Offermanns & Simon,
anteriormente) o una proteina G quimérica tal como Ga16gust44. La modulacién de la transduccion del sabor se
evalta al medir cambios en los niveles de Ca*" intracelular, que cambian en respuesta a la modulacion de la ruta de
transduccion de sefales de T1R a través de la administracién de una molécula que se asocia con el polipéptido de
T1R. Los cambios en los niveles de Ca** se miden opcionalmente usando tintes indicadores de Ca®* fluorescentes y
obtencién fluorimétrica de imagenes.

En otro ejemplo, se puede analizar la hidrolisis de fosfatidilinositol (Pl) segun la Pat. EE. UU. N° 5.436.128.
Brevemente, el ensayo el marcaje de células con 3H-mioinositol durante 48 o mas h. Las células marcadas se tratan
con un compuesto de prueba durante una hora. Las células tratadas se someten a lisis y se extraen en cloroformo-
metanol-agua después de los cual los fosfatos de inositol se separan mediante cromatografia de intercambio i6nico y
se cuantifican mediante recuento por centelleo. La estimulacién en nimero de veces se determina al calcular la
relacion de cpm en presencia de agonista con cpm en presencia de control de tampén. Asimismo, la inhibicion en
numero de veces se determina al calcular la relacion de cpm en presencia de antagonista con cpm en presencia de
control de tampon (que puede contener o no un agonista).

Otros ensayos con receptores pueden implicar determinar el nivel de nucledétidos ciclicos intracelulares, p. €j., cAMP
o cGMP. En casos en los que la activacion del receptor da como resultado una disminucién en los niveles de
nucledtidos ciclicos, puede ser preferible exponer las células a agentes que incrementen los niveles intracelulares de
nucledtidos ciclicos, p. ej., forskolina, antes de afiadir un compuesto activador del receptor a las células en el
ensayo. En un ejemplo, los cambios en cAMP o cGMP intracelular se pueden medir usando inmunoensayos. El
método descrito en Offermanns & Simon, J. Bio. Chem., 270:15175-15180 (1995), se puede usar para determinar el
nivel de cAMP. Ademas, el método descrito en Felley-Bosco y cols., Am. J. Resp. Cell and Mol. Biol., 11:159-164
(1994), se puede usar para determinar el nivel de cGMP. Ademas, un estuche de ensayo para medir cAMP y/o
cGMP se describe en la Pat. EE. UU. N° 4.115.538.

En otro ejemplo, se pueden medir los niveles de transcripcion para evaluar los efectos de un compuesto de prueba

sobre la transduccion de sefiales. Una célula hospedadora que contiene polipéptido de T1R de interés se pone en
contacto con un compuesto de prueba durante un tiempo suficiente para efectuar cualesquiera interacciones, y a
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continuacion se mide el nivel de expresion génica. La cantidad de tiempo para efectuar estas interacciones se puede
determinar empiricamente, tal como dejando pasar un periodo de tiempo y midiendo el nivel de transcripcion como
una funcién del tiempo. La cantidad de transcripcién se puede medir al usar cualquier método conocido por ser
adecuado por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la expresion por ARNm de la proteina de interés se puede
detectar usando transferencias Northern o sus productos polipeptidicos se pueden identificar usando
inmunoensayos. Alternativamente, se pueden usar ensayos basados en la transcripcién que usan un gen indicador,
segun se describe en la Pat. EE. UU. N° 5.436.128. Los genes indicadores pueden ser, p. €j., cloranfenicol
acetiltransferasa, luciferasa, beta-galactosidasa, beta-lactamasa y fosfatasa alcalina. Por otra parte, la proteina de
interés se puede usar como un indicador indirecto a través de la ligacién a un segundo indicador tal como proteina
fluorescente verde (véase, p. ej., Mistili & Spector, Nature Biotechnology, 15:961-964 (1997)).

La cantidad de transcripcién se compara a continuaciéon con la cantidad de transcripcién bien en la misma célula en
ausencia de compuesto de prueba o bien se puede comparar con la cantidad de transcripciéon en una célula
sustancialmente idéntica que carece del polipéptido de T1R(s) de interés. Una célula sustancialmente idéntica se
puede derivar de las mismas células a partir de las cuales se preparé la célula recombinante pero que no se han
modificado mediante la introduccion de ADN heterélogo. Cualquier diferencia en la cantidad de transcripcion indica
que el compuesto de prueba tiene alterada de algin modo la actividad del polipéptido de T1R de interés.

4. Animales no humanos transgénicos que expresan receptores quimiosensoriales

Los animales no humanos que expresan una o mas de las secuencias de receptor del sabor descritas en la presente
también se pueden usar para ensayos de receptores. Esta expresion se puede usar para determinar si un
compuesto de prueba se une especificamente a un complejo de receptores del sabor transmembranarios de
mamifero in vivo al poner en contacto un animal no humano transfectado establemente o transitoriamente con
acidos nucleicos que codifican receptores quimiosensoriales o regiones de unién a ligando de los mismos con un
compuesto de prueba y determinar si el animal reacciona con el compuesto de prueba al unirse especificamente al
complejo polipeptidico de receptores.

Los animales transfectados o infectados con los vectores descritos en la presente son particularmente Utiles para
ensayos para identificar y caracterizar estimulos gustativos que se pueden unir a un receptor especifico o conjunto
de receptores. Estos animales infectados con vectores, que expresan secuencias de receptores del sabor humanos
se pueden usar para el cribado in vivo de estimulos gustativos y su efecto sobre, p. €j., la fisiologia celular (p. €.,
sobre neuronas gustativas), sobre el SNC o el comportamiento.

Medios para infectar/expresar los acidos nucleicos y vectores, bien individualmente o como bibliotecas, son muy
conocidos en la técnica. Una variedad de parametros de células individuales, 6rganos o animales enteros se puede
medir por una variedad de medios. Las secuencias de T1R descritas en la presente se pueden expresar, por
ejemplo en tejidos gustativos animales mediante el aporte con un agente infectivo, p. €j., un vector de expresion
adenoviral.

Los genes de receptores del sabor enddégenos pueden permanecer funcionales y todavia puede estar presente una
actividad silvestre (natural). En otras situaciones, en las que es deseable que toda la actividad del receptor del sabor
sea por el receptor hibrido exdgeno introducido, se prefiere el uso de una linea inactivada. Métodos para la
construccion de animales transgénicos no humanos, particularmente ratones transgénicos, y la seleccion y
preparacion de construcciones recombinantes para generar células transformadas son muy conocidos en la técnica.

La construccion de una célula y un animal "inactivados" se basa en la premisa de que el nivel de expresion de un
gen particular en una célula de mamifero se puede disminuir o eliminar completamente al introducir en el genoma
una nueva secuencia de ADN que sirve pata interrumpir alguna porcion de la secuencia de ADN del gen que se va a
suprimir. Ademas, se puede usar una "insercion de una trampa génica" para alterar un gen hospedador, y se pueden
usar células madre embrionarias (ES) de ratéon para producir animales transgénicos inactivados (véase, p. €j.,
Holzschu, Transgenic Res 6:97-106 (1997)). La insercién del exdégeno es tipicamente mediante recombinacion
homologa entre secuencias de acido nucleico complementarias. La secuencia exégena es alguna porcién del gen
diana que se va a modificar, tales como secuencias exonicas, intronicas o reguladoras de la transcripcion, o
cualquier secuencia genémica que sea capaz de afectar al nivel de la expresion del gen diana; o una combinacion
de las mismas. La eleccién como diana del gen a través de recombinacion homaéloga en células madre embrionarias
pluripotenciales permite modificar precisamente la secuencia genémica de interés. Se puede usar cualquier técnica
para crear, cribar, propagar un animal inactivado, p. €j., véanse Bijvoet, Hum. Mol. Genet. 7:53-62 (1998); Moreadith,
J. Mol. Med. 75:208-216 (1997); Tojo, Cytotechnology 19:161-165 (1995); Mudgett, Methods Mol. Biol. 48:167-184
(1995); Longo, Transgenic Res. 6:321-328 (1997); las Pat. de EE. UU. N° 5.616.491, 5.464.764, 5.631.153,
5.487.992, 5.627.059, 5.272.071; los documentos WO 91/09955, WO 93/09222, WO 96/29411, WO 95/31560, WO
91/12650.

Los acidos nucleicos descritos en la presente también se pueden usar como reactivos para producir células
humanas "inactivadas" y su progenie. Asimismo, los acidos nucleicos también se pueden usar como reactivos para
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producir "activaciones" en ratones. Las secuencias génicas de T1R de ser humano o rata pueden reemplazar a los
T1R ortélogos en el genoma del raton. De este modo, se produce un ratéon que expresa un T1R de ser humano o
rata. A continuacion, este ratén se puede usar para analizar la funciéon de los TIRs de ser humano o rata y para
identificar ligandos para estos TIRs.

Moduladores

Los compuestos probados como moduladores de un miembro de la familia de T1R pueden ser cualquier compuesto
quimico pequefio, o una entidad bioldgica, tal como una proteina, un azucar, un acido nucleico o un lipido.
Alternativamente, los moduladores pueden ser versiones genéticamente alteradas de un miembro de la familia de
T1R. Tipicamente, los compuestos de prueba pueden ser moléculas quimicas pequefias y péptidos. Se puede usar
esencialmente cualquier compuesto quimico como un modulador o ligando potencial en los ensayos de la invencion,
aunque lo mas a menudo se usan compuestos que se pueden disolver en soluciones acuosas u organicas
(especialmente basadas en DMSO). Los ensayos se pueden disefiar para cribar bibliotecas de productos quimicos
grandes al automatizar las etapas de ensayo y proporcionar compuestos a partir de cualquier fuente conveniente a
los ensayos, que tipicamente se efectuan en paralelo (p. €j., en formatos de microvaloracion en ensayos robéticos).
Se apreciara que existen muchos proveedores de compuestos quimicos, incluyendo Sigma (St. Louis, Mo.), Aldrich
(St. Louis, Mo.), Sigma-Aldrich (St. Louis, Mo.), Fluka Chemika-Biochemica Analytika (Buchs, Suiza) y similares.

En un ejemplo, los métodos de cribado de alto rendimiento implican proporcionar una biblioteca combinatoria de
productos quimicos o péptidos que contiene un gran nimero de compuestos terapéuticos potenciales (compuestos
moduladores o ligandos comerciales). Estas "bibliotecas combinatorias de productos quimicos" o "bibliotecas de
ligandos" se criban a continuacién en uno o mas ensayos, segun se describe en la presente, para identificar los
miembros de la biblioteca (especies quimicas particulares o subclases) que exhiben una actividad caracteristica
deseada. Estos compuestos asi identificados pueden servir como "compuestos principales" convencionales o se
pueden usar ellos mismos como productos de consumo potenciales o reales.

Una biblioteca combinatoria de productos quimicos es una coleccion de diversos compuestos quimicos generados
bien por sintesis quimica o bien por sintesis biolégica, al combinar un nimero de "unidades estructurales" quimicas
tales como reactivos. Por ejemplo, una biblioteca combinatoria lineal de productos quimicos tal como una biblioteca
de polipéptidos se forma al combinar un grupo de unidades de construccién quimicas (aminoacidos) de todos los
modos posibles para una longitud de compuesto dada (es decir, el nimero de aminoacidos en un compuesto
polipeptidico). Se pueden sintetizar millones de compuestos quimicos a través de estas unidades estructurales
quimicas.

La preparacion y el cribado de bibliotecas combinatorias de productos quimicos son muy conocidos por los expertos
en la técnica. Estas bibliotecas combinatorias de productos quimicos incluyen, pero no se limitan a, bibliotecas de
péptidos (véanse, p. €j., la Pat. EE. UU. N° 5.010.175, Furka, Int. J. Pept. Prot. Res., 37:487-93 (1991) y Houghton y
cols., Nature, 354:84-88 (1991)). También se pueden usar otros productos quimicos para generar bibliotecas de
diversidad de productos quimicos. Estas quimicas incluyen, pero no se limitan a: peptoides (p. €j., el documento WO
91/19735), péptidos codificados (p. €j., el documento WO 93/20242), biooligémeros aleatorios (p. €j., el documento
WO 92/00091), benzodiacepinas (p. €j., la Pat. EE. UU. N° 5.288.514), diversomeros tales como hidantoinas,
benzodiacepinas y dipéptidos (Hobbs y cols., PNAS., 90:6909-13 (1993)), polipéptidos vinilogos (Hagihara y cols., J.
Amer. Chem. Soc., 114:6568 (1992)), peptidomiméticos no peptidicos tales como andamiaje de glucosa
(Hirschmann y cols., J. Amer. Chem. Soc., 114:9217-18 (1992)), sintesis organicas analogas de bibliotecas de
compuestos pequefios (Chen y cols., J. Amer. Chem. Soc., 116:2661 (1994)), oligocarbamatos (Cho y cols.,
Science, 261:1303 (1993)), fosfonatos de peptidilo (Campbell y cols., J. Org. Chem., 59:658 (1994)), bibliotecas de
acidos nucleicos (Ausubel, Berger y Sambrook, todos anteriormente), bibliotecas de acidos nucleicos peptidicos
(Pat. EE. UU. N° 5.539.083), bibliotecas de anticuerpos (Vaughn y cols., Nature Biotechnology, 14(3):309-14 (1996)
y el documento PCT/US96/10287), bibliotecas de carbohidratos (Liang y cols., Science, 274:1520-22 (1996) y Pat.
EE. UU. N° 5.593.853), bibliotecas de moléculas organicas pequefias (benzodiacepinas, Baum, C&EN, 18 enero,
paginas 33 (1993); tiazolidinonas y metatiazanonas, Pat. EE. UU. N° 5.549.974; pinrolidinas, Pat. EE. UU. N°
5.525.735 y 5.519.134; compuestos morfolinicos, Pat. EE. UU. N° 5.506.337; benzodiacepinas, 5.288.514, y
similares).

Estan disponibles comercialmente dispositivos para la preparacion de bibliotecas combinatorias (véanse, p. €j., 357
MPS, 390 MPS (Advanced Chem Tech, Louisville Ky.), Symphony (Rainin, Woburn, Mass.), 433A (Applied
Biosystems, Foster City, Calif.), 9050 Plus (Millipore, Bedford, Mass.)). Ademas, estan disponibles comercialmente
por si mismas numerosas bibliotecas combinatorias (véanse, p. €j., ComGenex, Princeton, N.J.; Tripos, Inc., St.
Louis, Mo.; 3D Pharmaceuticals, Exton, Pa.; Martek Biosciences; Columbia, Md.; etc.).

En un ejemplo, los moduladores de T1R se pueden usar en cualquier producto alimenticio, reposteria, composicion
farmacéutica o ingrediente de los mismos para modular de ese modo el sabor del producto, la composicion o el
ingrediente de un modo deseado. A modo de ejemplo, se pueden afadir moduladores de T1R que provocan
sensacion de sabor dulce o umami para proporcionar un sabor dulce o umami mejorado a un producto o una
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composicion, aunque se pueden afadir moduladores de T1R que potencian sensaciones de sabor dulce o umami
para potenciar el sabor dulce o umami de otro compuesto en una composicién tal como un producto o una
composicion alimenticios o de bebida. También se divulgan en la presente medios para identificar compuestos
dulces o umami y mejoradores encontrados en alimentos, bebidas y medicamentos y producir alimentos, bebidas y
medicamentos de sabor mejorado que carecen de o tienen una cantidad reducida de los mismos.

Uso de compuestos identificados por la invencion

Los compuestos identificados segun la invencién se pueden afadir a alimentos, bebidas y composiciones
medicinales para modular el sabor dulce 0 umami.

Segun se apunta previamente, preferiblemente, las propiedades moduladoras del sabor de compuestos identificados
en los ensayos basados en células se conformaran en pruebas gustativas, p. €j., pruebas gustativas en seres
humanos.

Estuches

Los presentes genes de T1R quiméricos y sus homdlogos son herramientas Utiles para identificar células receptoras
del sabor, para determinaciones forenses y de paternidad y para examinar la transduccion del sabor. Se usan
reactivos especificos para miembros de la familia T1R que se hibridan especificamente a acidos nucleicos de T1R,
tales como sondas y cebadores de T1R, y reactivos especificos para T1R que se unen especificamente a una
proteina de T1R, p. €j., se usan anticuerpos para T1R para examinar la regulacion de la expresion de células
gustativas y la transduccion del sabor.

Los ensayos de acidos nucleicos con respecto a la presencia de ADN y ARN para un miembro de la familia T1R en
una muestra incluyen numerosas técnicas que son conocidas para los expertos en la especialidad, tales como
analisis Southern, analisis Northern, transferencias de gotas, proteccion de ARNasa, analisis de S1, técnicas de
amplificacion tales como PCR, e hibridacion in situ. En la hibridacion in situ, por ejemplo, el acido nucleico diana se
libera de sus entornos celulares de tal modo que esté disponible para la hibridaciéon dentro de la célula mientras se
conserva la morfologia celular para una interpretacion y un analisis posteriores. Los siguientes articulos
proporcionan una vision general de la técnica de la hibridacion in situ: Singer y cols., Biotechniques, 4:230250
(1986); Haase y cols., Methods in Virology, vol. VII, 189-226 (1984); y Names y cols., eds., Nucleic Acid
Hybridization: A Practical Approach (1987). Ademas, una proteina de T1R se puede detectar con las diversas
técnicas de inmunoensayo descritas anteriormente. La muestra de ensayo se compara tipicamente tanto con un
control positivo (p. €j., una muestra que expresa una proteina de T1R recombinante) como con un control negativo.

También se describen en la presente estuches para cribar moduladores de miembros de la familia T1R. Estos
estuches se pueden preparar a partir de materiales y reactivos facilmente disponibles. Por ejemplo, estos estuches
pueden comprender uno o mas de los siguientes materiales: acidos nucleicos o proteinas de T1R, tubos de reaccion
e instrucciones para probar la actividad de T1R. Opcionalmente, el estuche contiene un polipéptido funcional de
T1R. Se puede preparar una amplia variedad de estuches y componentes, dependiendo del usuario pretendido del
estuche y las necesidades particulares del usuario.

Habiendo descrito ahora generalmente la invencion, la misma se entendera mas facilmente mediante referencia a
los siguientes ejemplos, que se proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden ser limitativos.

Ejemplos

Ejemplo 1

Se construyeron secuencias de acido nucleico que codifican la secuencia de acido nucleico de hT1R2-1 hibrida
contenida en SEQ ID N°: 1 y la secuencia de acido nucleico hT1R1-2 umami-dulce quimérica contenida en SEQ ID
N°. 3. La primera secuencia de hT1R2-1 contiene los dominios extracelulares de hT1R2 y los dominios
transmembranarios de hT1R1 y la segunda secuencia contiene los dominios extracelulares de hT1R1 y los dominios
transmembranarios de hT1R2. Se crearon lineas celulares HEK-293 que producen establemente estos receptores
del sabor hibridos. Particularmente, se produjo una linea celular HEK-293 estable que expresa constitutivamente
establemente la secuencia de hT1R2-1 quimérica, hT1R3, y se produjo una proteina G quimérica G16-t25 que
coexpresa hT1R2-1, hT1R3 y esta proteina G quimérica. Adicionalmente, se produjo una linea celular HEK-293
estable que expresa constitutivamente establemente hT1R1-2 quimérica, rT1R3 y otra proteina G quimérica G16g44
que comprende los residuos N-terminales de G16 y los 44 Ultimos residuos carboxi sustituidos por los 44 residuos de
gustducina correspondientes. Estas lineas celulares HEK-293 estables se usaron en ensayos para ligandos y
potenciadores dulces y umami como los descritos en los siguientes ejemplos.
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Ejemplo 2

La linea celular hT1R2-1 estable del ejemplo 1 se cribo frente a un numero de ligandos dulces y las concentraciones
se muestran en la Figura 7 y el efecto sobre el calcio intracelular y la actividad del receptor hT1R2-1 se detectaron
mediante obtencion fluorimétrica de imagenes. Estos ensayos mostraban que todos los compuestos dulces
probados activaban el receptor hT1R2-1 quimérico a las concentraciones probadas con la excepcion del ciclamato.
Las concentraciones eficaces (EC50s) de los compuestos dulces especificos aspartamo, D-Trp, sacarosa, fructosa y
ciclamato para hT1R2-1/hT1R3 también se comparé con las EC50s de estos mismos compuestos cuando se usaban
para activar el receptor dulce silvestre hT1R2/hT1R3. Los resultados estan contenidos en la Figura 8.

Ejemplo 3

Se efectud un ensayo para determinar el efecto del ciclamato sobre la activacion del receptor del sabor hT1R2-1
quimérico por aspartamo. Segun se muestra en la Figura 9, la adicion de ciclamato potenciaba las respuestas a
aspartamo en la linea celular estable hT1R2-1. Segun se muestra en la Figura 9, la EC50 para el aspartamo era
0,97 en ausencia de ciclamato y 0,44 en presencia de ciclamato 10 mM. Adicionalmente, segiin se muestra por los
resultados experimentales de las Figuras 10-12, respectivamente, el ciclamato también potenciaba la activacion por
D-triptofano, sacarosa y fructosa de hT1R2-1.

Ejemplo 4

Se efectuaron ensayos para evaluar el efecto del ciclamato sobre la activacion de hT1R2-1 (SEQ ID N°: 2) por un
ligando umami patentado denominado '807. Segun se muestra en la Figura 13, el ciclamato potenciaba la actividad
de '807. La EC50 para el compuesto '807 en ausencia de ciclamato era 0,42 y en presencia de ciclamato 5 mM era
0.31. Ademas, segun se muestra en la Figura 14, el compuesto '807 potencia la respuesta de activacion de hT1R2-1
a aspartamo.

Ejemplo 5

También se ensayo la respuesta de receptor umami-dulce quimérico hT1R1-2 (SEQ ID N°: 4) en la linea estable que
coexpresa hT1R1-2 y rT1R3 a diversos ligandos umami (L-Glu, L-Asp y L-AP4) y a D-Glu en presencia y ausencia
de IMP, GMP y CMP segun se muestra en la Figura 15. Se encontré que los ligandos umami probados activan el
receptor umami-dulce quimérico. Segun se muestra también en la Figura 16, se efectuaron ademas experimentos
para evaluar el efecto de IMP sobre la activacion inducida por MSG de hT1R1-2 (SEQ ID N°: 4). Segun se muestra
por los resultados experimentales de la presente, el compuesto IMP actuaba como un potenciador basandose en los
valores de EC50 de la presente en presencia y ausencia de IMP.
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REIVINDICACIONES

1. Una linea celular que expresa un polipéptido receptor del sabor quimérico que comprende el dominio extracelular
de T1R2 y la region transmembranaria de T1R1 segun estan contenidos en SEQ ID N°: 2, linea celular que expresa
ademas una proteina G quimérica derivada de Galfal6 y bien gustducina o bien transducina.

2. La linea celular segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que es
(a) una célula procaridtica,
(b) una célula eucaridtica, o
(c) una célula de levadura, insecto o mamifero.

3. La linea celular segun la reivindicacion 2, que es una célula de mamifero, preferiblemente una célula CHO o
Hela.

4. La linea celular segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que expresa adicionalmente otro polipéptido de
T1R.

5. La linea celular segun la reivindicacion 4, en la que el otro polipéptido de T1R es un polipéptido de T1R3.

6. La linea celular segun la reivindicacion 5, en la que el polipéptido de T1R3 es un polipéptido de ser humano o
roedor.

7. La linea celular segun la reivindicacion 6, en la que la proteina G quimérica comprende la porcidon N-terminal de
Galfal6 y los 25 aminoacidos carboxiterminales de transducina (G16t25).

8. La linea celular segun la reivindicacion 6, en la que la proteina G quimérica comprende la porcion N-terminal de
Galfal6 y los 44 aminoacidos carboxiterminales de transducina (G16g44).

9. La linea celular seguin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende una molécula de acido
nucleico con la secuencia mostrada en SEQ ID N°: 1.

10. Un ensayo de cribado que usa una linea celular segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, que
comprende:

(i) poner en contacto una linea celular segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 con un compuesto a fin de
determinar si el compuesto tiene un efecto modulador sobre el sabor;

(i) determinar si dicho compuesto tiene un efecto modulador sobre el sabor basandose en si se une especificamente
a un receptor del sabor que comprende el polipéptido receptor del sabor quimérico de SEQ ID N°: 2 o modula la
actividad de un receptor del sabor que comprende el polipéptido receptor del sabor quimérico de la SEQ ID N°: 2.

11. El ensayo segun la reivindicacion 10, en el que la linea celular se pone en contacto con un ligando dulce antes

de poner en contacto la linea celular con un compuesto que se va a cribar a fin de determinar si el compuesto tiene
un efecto modulador sobre el sabor dulce.
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FIGURA 1

Secuencia nucleotidica de hT1R2-1
ATGGGGCCCAGGGCAAAGACCATCTGCTCCCTGTTCTTCCTCCTATGGGTCCTGGCT
GAGCCGGCTGAGAACTCGGACTTCTACCTGCCTGGGGATTACCTCCTGGGTGGCCTC
TTCTCCCTCCATGCCAACATGAAGGGCATTGTTCACCTTAACTTCCTGCAGGTGCCCA
TGTGCAAGGAGTATGAAGTGAAGGTGATAGGCTACAACCTCATGCAGGCCATGCGCT
TCGCGGTGGAGGAGATCAACAATGACAGCAGCCTGCTGCCTGGTGTGCTGCTGGGCT
ATGAGATCGTGGATGTGTGCTACATCTCCAACAATGTCCAGCCGGTGCTCTACTTCCT
GGCACACGAGGACAACCTCCTTCCCATCCAAGAGGACTACAGTAACTACATTTCCCGT
GTGGTGGCTGTCATTGGCCCTGACAACTCCGAGTCTGTCATGACTGTGGCCAACTTC
CTCTCCCTATTTCTCCTTCCACAGATCACCTACAGCGCCATCAGCGATGAGCTGCGAG
ACAAGGTGCGCTTCCCGGCTTTGCTGCGTACCACACCCAGCGCCGACCACCACGTCG
AGGCCATGGTGCAGCTGATGCTGCACTTCCGCTGGAACTGGATCATTGTGCTGGTGA
GCAGCGACACCTATGGCCGCGACAATGGCCAGCTGCTTGGCGAGCGCGTGGCCCGG
CGCGACATCTGCATCGCCTTCCAGGAGACGCTGCCCACACTGCAGCCCAACCAGAAC
ATGACGTCAGAGGAGCGCCAGCGCCTGGTGACCATTGTGGACAAGCTGCAGCAGAGC
ACAGCGCGCGTCGTGGTCGTGTTCTCGCCCGACCTGACCCTGTACCACTTCTITCAATG
AGGTGCTGCGCCAGAACTTCACGGGCGCCGTGTGGATCGCCTCCGAGTCCTGGGCCA
TCGACCCGGTCCTGCACAACCTCACGGAGCTGGGCCACTTGGGCACCTTCCTGGGCA
TCACCATCCAGAGCGTGCCCATCCCGGGCTTCAGTGAGTTCCGCGAGTGGGGCCCAC
AGGCTGGGCCGCCACCCCTCAGCAGGACCAGCCAGAGCTATACCTGCAACCAGGAGT
GCGACAACTGCCTGAACGCCACCTTGTCCTTCAACACCATTCTCAGGCTCTCTGGGGA
GCGTGTCGTCTACAGCGTGTACTCTGCGGTCTATGCTGTGGCCCATGCCCTGCACAG
CCTCCTCGGCTGTGACAAAAGCACCTGCACCAAGAGGGTGGTCTACCCCTGGCAGCT
GCTTGAGGAGATCTGGAAGGTCAACTTCACTCTCCTGGACCACCAAATCTTCTTCGAC
CCGCAAGGGGACGTGGCTCTGCACTTGGAGATTGTCCAGTGGCAATGGGACCGGAGC
CAGAATCCCTTCCAGAGCGTCGCCTCCTACTACCCCCTGCAGCGACAGCTGAAGAAC
ATCCAAGACATCTCCTGGCACACCGTCAACAACACGATCCCTATGTCCATGTGTTCCA
AGAGGTGCCAGTCAGGGCAAAAGAAGAAGCCTGTGGGCATCCACGTCTGCTGCTTCG
AGTGCATCGACTGCCTTCCCGGCACCTTCCTCAACCACACTGAAGATGAATATGAATG
CCAGGCCTGCCCGAATAACGAGTGGTCCTACCAGAGTGAGACCTCCTGCTTCAAGCG
GCAGCTGGTCTTCCTcGAgTTGCGTGAGCACACCTCTTGGGTGCTGCTGGCAGCTAAC
ACGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTTGGGACTGCTGGCCTGTTTGCCTGGCACCTAGAC
ACCCCTGTGGTGAGGTCAGCAGGGGGCCGCCTGTGCTTTCTTATGCTGGGCTCCCTG
GCAGCAGGTAGTGGCAGCCTCTATGGCTTCTTTGGGGAACCCACAAGGCCTGCGTGC
TTGCTACGCCAGGCCCTCTTTGCCCTTGGTTTCACCATCTTCCTGTCCTGCCTGACAG
TTCGCTCATTCCAACTAATCATCATCTTCAAGTTTTCCACCAAGGTACCTACATTCTAC
CACGCCTGGGTCCAAAACCACGGTGCTGGCCTGTTTGTGATGATCAGCTCAGCGGCC
CAGCTGCTTATCTGTCTAACTTGGCTGGTGGTGTGGACCCCACTGCCTGCTAGGGAA
TACCAGCGCTTCCCCCATCTGGTGATGCTTGAGTGCACAGAGACCAACTCCCTGGGC
TTCATACTGGCCTTCCTCTACAATGGCCTCCTCTCCATCAGTGCCTTTGCCTGCAGCT
ACCTGGGTAAGGACTTGCCAGAGAACTACAACGAGGCCAAATGTGTCACCTTCAGCC
TGCTCTTCAACTTCGTGTCCTGGATCGCCTTCTTCACCACGGCCAGCGTCTACGACGG
CAAGTACCTGCCTGCGGCCAACATGATGGCTGGGCTGAGCAGCCTGAGCAGCGGCTT
CGGTGGGTATTTTCTGCCTAAGTGCTACGTGATCCTCTGCCGCCCAGACCTCAACAGC
ACAGAGCACTTCCAGGCCTCCATTCAGGACTACACGAGGCGCTGCGGCTCCACCTGA
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FIGURA 2

Secuencia proteinica de hT1R2-1
MGPRAKTICSLFFLLWVLAEPAENSDFYLPGDYLLGGLFSLHANMKGIVHLNFLQVPM
CKEYEVKVIGYNLMQAMRFAVEEINNDSSLLPGVLLGYEIVDVCYISNNVQPVLYFLAH
EDNLLPIQEDYSNYISRVVAVIGPDNSESVMTVANFLSLFLLPQITYSAISDELRDKVRF
PALLRTTPSADHHVEAMVQLMLHFRWNWIIVLVSSDTYGRDNGQLLGERVARRDICIA
FQETLPTLQPNQNMTSEERQRLVTIVDKLQQSTARVVVVFSPDLTLYHFFNEVLRQNF
TGAVWIASESWAIDPVLHNLTELGHLGTFLGITIQSVPIPGFSEFREWGPQAGPPPLSRT
SQSYTCNQECDNCLNATLSFNTILRLSGERVVYSVYSAVYAVAHALHSLLGCDKSTCTK
RVVYPWQLLEEIWKVNFTLLDHQIFFDPQGDVALHLEIVQWQWDRSQNPFQSVASYY
PLQRQLRNIQDISWHTVNNTIPMSMCSKRCQSGQKKKPVGIHVCCFECIDCLPGTFLN
HTEDEYECQACPNNEWSYQSETSCFKRQLVFLELREHTSWVLLAANTLLLLLLLGTAG
LFAWHLDTPVVRSAGGRLCFLMLGSLAAGSGSLYGFFGEPTRPACLLRQALFALGFTIF
LSCLTVRSFQLINIFKFSTKVPTFYHAWVQNHGAGLFVMISSAAQLLICLTWLVVWTPLP
AREYQRFPHLVMLECTETNSLGFILAFLYNGLLSISAFACSYLGKDLPENYNEAKCVTF
SLLFNFVSWIAFFTTASVYDGKYLPAANMMAGLSSLSSGFGGYFLPKCYVILCRPDLNS
TEHFQASIQDYTRRCGST
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FIGURA 3

Secuencia nucleotidica de hT1R;-2
ATGCTGCTCTGCACGGCTCGCCTGGTCGGCCTGCAGCTTCTCATTTCCTG
CTGCTGGGCCTTTGCCTGCCATAGCACGGAGTCTTCTCCTGACTTCACCE
TCCCCGGAGATTACCTCCTGGCAGGCCTGTTCCCTCTCCATTCTGGCTGT
CTGCAGGTGAGGCACAGACCCGAGGTGACCCTGTGTGACAGGTCTTGTAG
CTTCAATGAGCATGGCTACCACCTCTTCCAGGCTATGCGGCTTGGGETTG
AGGAGATAAACAACTCCACGGCCCTGCTGCCCAACATCACCCTGGGETAC
CAGCTGTATGATGTGTGTTCTGACTCTGCCAATGTGTATGCCACGCTGAG
AGTGCTCTCCCTGCCAGGGCAACACCACATAGAGCTCCAAGGAGACCTTC
TCCACTATTCCCCTACGGTGCTGGCAGTGATTGGGCCTGACAGCACCAAC
CGTGCTGCCACCACAGCCGCCCTGCTGAGCCCTTTCCTGGTGCCCATGAT
TAGCTATGCGGCCAGCAGCGAGACGCTCAGCGTGAAGCGGCAGTATCCCT
CTTTCCTGCGCACCATCCCCAATGACAAGTACCAGGTGGAGACCATGGTG
CTGCTGCTGCAGAAGTTCGGGTGGACCTGGATCTCTCTGGTTGGCAGCAG
TGACGACTATGGGCAGCTAGGGGTGCAGGCACTGGAGAACCAGGCCACTG
GTCAGGGGATCTGCATTGCTTTCAARGGACATCATGCCCTTCTCTGCCCAG
GTGGGCGATGAGAGGATGCAGTGCCTCATGCGCCACCTGGCCCAGGCCGE
GGCCACCGTCETEGTTGTTTTTTCCAGCCGGCAGTTGGCCAGGGTGTTTT
TCGAGTCCGTGGETGCTGACCARCCTGACTGGCAAGGTGTGGGTCGCCTCA
GARGCCTGGGCCCTCTCCAGGCACATCACTGGGGTGCCCGEGATCCAGCE
CATTGGGATGGTGCTGEGCGTGGCCATCCAGAAGAGGGCTGTCCCTEGCC
TGAAGGCETTTGAAGAAGCCTATGCCCGGGCAGACARGAAGGCCCCTAGE
CCTTGCCACAAGGGCTCCTGGTGCAGCAGCAATCAGCTCTGCAGAGAATG
CCAAGCTTTCATGGCACACACGATGCCCAAGCTCAAAGCCTTCTCCATGA
GTTCTGCCTACAACGCATACCGGGCTGTGTATGCGGTGGCCCATGGCCTC
CACCAGCTCCTGGECTGTGCCTCTGGAGCTTGTTCCAGEGGCCGAGTCTA
CCCCTGGCAGCTTTTGGAGCAGATCCACAAGGTGCATTTCCTTCTACACA
AGGACACTGTGGCGTTTAATGACAACAGAGATCCCCTCAGTAGCTATAAC
ATAATTGCCTGGGACTGGAATGGACCCAAGTGGACCTTCACGGTCCTCGG
TTCCTCCACATGGTCTCCAGTTCAGCTAAACATAAATGAGACCAAAATCC
AGTGGCACGGAAAGGACAACCAGGTGCCTAAGTCTGTGTGTTCCAGCGAC
TGTCTTGAAGGGCACCAGCGAGTGGTTACGGGTTTCCATCACTGCTGCTT
TGAGTGTGTGCCCTGTGGGGCTGEGACCTTCCTCAACAAGAGTGACCTCT
ACAGATGCCAGCCTTGTGGGAAAGAAGAGTGGGCACCTGAGGGAAGCCAG
ACCTGCTTCCCGCGCACTGTGGTGTTTCTCGAGTGRCATGAGGCACCCAC

" CATCGCTGTGGCCCTGCTGGCCGCCCTGGGCTTCCTCAGCACCCTGGCCA
TCCTGGTGATATTCTGGAGGCACTTCCAGACACCCATAGTTCGCTCGGCT
GGGGGCCCCATGTGCTTCCTGATGCTGACACTGCTGCTGGTGGCATACAT
GGTGGTCCCGGETETACGTGEEECCGCCCAAGETCTCCACCTGCCTCTGCC
GCCAGGCCCTCTTTCCCCTCTGCTTCACAATTTGCATCTCCTGTATCGCC
GTGCGTTCTTTCCAGATCGTCTEGCGCCTTCAAGATGGCCAGCCGCTTCCC
ACGCGCCTACAGCTACTGGGTCCGCTACCAGGGGCCCTACGTCTCTATGG
CATTTATCACGGTACTCAAAATGGTCATTGTGGTAATTGGCATECTEGCC
ACGGGCCTCAGTCCCACCACCCGTACTGACCCCGATGACCCCAAGATCAC
AATTGTCTCCTGTAACCCCAACTACCGCAACAGCCTGCTGTTCAACACCA
GCCTGGACCTGCTGCTCTCAGTGGTGGGTTTCAGCTTCGCCTACATGRGC
ARAAGAGCTGCCCACCAACTACARCGAGGCCAAGTTCATCACCCTCAGCAT
GACCTTCTATTTCACCTCATCCGTCTCCCTCTGCACCTTCATGTCTGCCT
ACAGCGGGGTGCTGETCACCATCGTGGACCTCTTGGTCACTGTGCTCAAL
CTCCTGGCCATCAGCCTGEGCTACTTCGGCCCCAAGTGCTACATGATCCT
CTTCTACCCGGAGCGCAACACGCCCGCCTACTTCAACAGCATGATCCAGG
GCTACACCATGAGGAGGGACTAG
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FIGURA 4
Secuencia proteinica de hT1R1-2

MLLCTARLVGLQLLISCCWAFACHSTESSPDFTLPGDYLLAGLFPLHSGC
LOVRHRPEVTLCDRSCSFNEHGYHLFQAMRLGVEEINNSTALLPNITLGY
QLYDVCSDSANVYATLRVLSLPGQHHIELQGDLLHYSPTVLAVIGPDSTN
RAATTAALLSPFLVPMISYAASSETLSVKRQYPSFLRTIPNDKYQVETMV
LLLOKFGWTWISLVGSSDDYGQLGVQALENQATGQGICIAFKDIMPFSAQ
VGDERMQCLMRHLAQAGATVVVVFEFSSRQLARVFFESVVLTNLTGKVWVAS
EAWALSRHITGVPGIQRIGMVLGVAIQKRAVPGLKAFEEAYARADKKAPR
PCHKGSWCSSNQLCRECQAFMAHTMPKLKAFSMSSAYNAYRAVYAVAHGL
HQLLGCASGACSRGRVYPWQLLEQIHKVHFLLHKDTVAFNDNRDPLSSYN
ITAWDWNGPKWTFTVLGSSTWSPVQLNINETKIQWHGKDNQVPKSVCSSD
CLEGHQRVVTGFHHCCFECVPCGAGTFLNKSDLYRCQPCGKEEWAPEGSQ
TCFPRTVVFLEWHEAPTIAVALLAALGFLSTLAILVIFWRHFQTPIVRSAG
GPMCFLMLTLLLVAYMVVPVYVGPPKVSTCLCRQALFPLCFTICISCIAV
RSFQIVCAFKMASRFPRAYSYWVRYQGPYVSMAFITVLKMVIVVIGMLAT
GLSPTTRTDPDDPKITIVSCNPNYRNSLLFNTSLDLLLSVVGFSFAYMGK
ELPTNYNEAKFITLSMTFYFTSSVSLCTFMSAYSGVLVTIVDLLVTVLNL °
LAISLGYFGPKCYMILFYPERNTPAYFNSMIQGYTMRRD

Secuencia proteinica de G16gust44

MARSLTWRCCPWCLTEDEKAAARVDQEINRILLEQKKQDRGELKLDLLGPGESGKSTFIKQMRITHGAGYSEEERKGFRPLVYQON
IFVSMRAMIEAMERLQIPFSRPESKHHASLVMSQDPYKVTTFEKRYAAAMQWLWRDAGIRACYERRREFHLLDSAVYYLSHLERI
TEEGYVPTAQDVLRSRMPTTGINEYCFSVQKTNLRIVDVGGQKSERKKWIHCFENVIALIYLASLSEYDQCLEENNQENRMKESL
ALFGTILELPWFKSTSVILFLNKTDILEEKIPTSHLATYFPSFQGPKODAEAAKRFILDMYTRMY TGCVDGPEGSNLKKEDKEIY
SHMTCATDTQNVKFVFDAVTDIITIKENLKDCGLF
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FIGURA 5

Esquemas de los receptores quiméricos de dulce, umami y dulce-umami

TIR2 FIRA TiR1 TR

Receptor Dulce Receptor Umami

TiIR2-T1RI FIRA TIRI-TIR2 HIRA

Hibrido Dulce-Umami Hibrido Umami-Dulce
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Figura 6
Secuencias de T1R
ADNc de hT1R1:

ATGCTGCTCTGCACGGCTCGCCTGGTCGGCCTGCAGCTTCTCATTTCCTGCTGCTGGGCCTTTGCCTGCCA
TAGCACGGAGTCTTCTCCTGACTTCACCCTCCCCGGAGATTACCTCCTGGCAGCGCCTGTTCCCTCTCCATT
CTGGCTGTCTGCAGGTGAGGCACAGACCCGAGETGACCCTGTGTGACAGGTCTTGTAGCTTCAATGAGCAT
GGCTACCACCTCTTCCAGGCTATGCGGCTTGGGGTTGAGGAGATAAACAACTCCACGGCCCTGCTGCCCRAA
CATCACCCTGGGGTACCAGCTGTATGATGTGTGTTCTGACTCTGCCAATGTGTATGCCACGCTGAGAGTGC
TCTCCCTGCCAGGGCAACACCACATAGAGCTCCAAGGAGACCTTCTCCACTATTCCCCTACGGTGCTGGCA
GTGATTGGGCCTGACAGCACCAACCGTGCTGCCACCACAGCCGCCCTGCTGAGCCCTTTCCTGGTGCCCAT
GATTAGCTATGCGGCCAGCAGCGAGACGCTCAGCGTGAAGCGGCAGTATCCCTCTTTCCTGCGCACCATCC
CCAATGACAAGTACCAGGTGGAGACCATGGTGCTGCTGCTGCAGAAGTTCGGGTGCGACCTGGATCTCTCTG
GTTGGCAGCAGTGACGACTATGGGCAGCTAGGGGTGCAGGCACTGGAGAACCAGGCCACTGGTCAGGGGAT
CTGCATTGCTTTCAAGGACATCATGCCCTTCTCTGCCCAGGTGGGCGATGAGAGGATGCAGTGCCTCATGC
GCCACCTGGCCCAGGCCGGGEGCCACCGTCGTGEGTTGTTTTTTCCAGCCGGCAGTTGGCCAGGGTGTTTTTC
GAGTCCGTGGTGCTGACCAACCTGACTGGCAAGGTEGTGGGTCGCCTCAGAAGCCTGGGCCCTCTCCAGGCA
CATCACTGGGGTGCCCGGGATCCAGCGCATTGGGATEGCTGCTCGGGCGTGGCCATCCAGAAGAGGGCTGTCC
CTGGCCTGAAGGCGTTTGAAGAAGCCTATGCCCGGGCAGACAAGAAGGCCCCTAGGCCTTGCCACAAGGGC
TCCTGGTGCAGCAGCAATCAGCTCTGCAGAGAATGCCAAGCTTTCATGGCACACACGATGCCCAAGCTCAA
AGCCTTCTCCATGAGTTCTGCCTACAACGCATACCGGGCTGTGTATGCGGTGGCCCATGGCCTCCACCAGC
TCCTGGGCTGTGCCTCTGCGAGCTTGTTCCAGGGGCCGAGTCTACCCCTGGCAGCTTTTGGAGCAGATCCAC
AAGGTGCATTTCCTTCTACACAAGGACACTGTGGCGTTTAATGACAACAGAGATCCCCTCAGTAGCTATAA
CATAATTGCCTGGGACTGGAATGGACCCAAGTGGACCTTCACGGTCCTCGGTTCCTCCACATGGTCTCCAG
TTCAGCTAAACATAAATGAGACCAAAATCCAGTGGCACGGAAAGGACAACCAGGTGCCTAAGTCTGTGTGT
TCCAGCGACTGTCTTGAAGGGCACCAGCGAGTGGTTACGGGTTTCCATCACTGCTGCTTTGAGTGTGTGCC
CTGTGGGGCTGGGACCTTCCTCAACAAGAGTGACCTCTACAGATGCCAGCCTTGTGGGAAAGAAGAGTGGG
CACCTGAGGGAAGCCAGACCTGCTTCCCGCGCACTGTGETCTTTTTGGCTTTGCGTGAGCACACCTCTTGG
GTCCTGCTGGCAGCTAARCACGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTTGGGACTGCTGGCCTGTTTGCCTGGCACCT
AGACACCCCTGTGGTGAGGTCAGCAGGGGGCCGCCTETGCTTTCTTATGCTGGGCTCCCTGGCAGCAGGTA
GTGGCAGCCTCTATGGCTTCTTTGGGGAACCCACAAGGCCTGCGTGCTTGCTACGCCAGGCCCTCTTTGCC
CTTGGTTTCACCATCTTCCTGTCCTGCCTGACAGTTCGCTCATTCCAACTAATCATCATCTTCAAGTTTTC
CACCAAGGTACCTACATTCTACCACGCCTGGGTCCAARACCACGGTGCTGGCCTGTTTGTGATGATCAGCT
CAGCGGCCCAGCTGCTTATCTGTCTAACTTGGCTGGTGETGTGGACCCCACTGCCTGCTAGCGGAATACCAG
CGCTTCCCCCATCTGGTGATGCTTGAGTGCACAGAGACCAACTCCCTGGECTTCATACTGGCCTTCCTCTA
CAATGGCCTCCTCTCCATCAGTGCCTTTGCCTGCAGCTACCTGGGTAAGGACTTGCCAGAGAACTACAACG
AGGCCAAATGTGTCACCTTCAGCCTGCTCTTCAACTTCGTGTCCTGGATCGCCTTCTTCACCACGGCCAGC
GTCTACGACGGCAAGTACCTGCCTGCGGECCAACATGATGGCTCGGCTCAGCAGCCTGAGCAGCGGCTTCGE
TGGGTATTTTCTGCCTAAGTGCTACCGTGATCCTCTGCCGCCCAGACCTCAACAGCACAGAGCACTTCCAGG
CCTCCATTCAGGACTACACGAGGCGCTGCGGCTCCACCTGA

(SEQ ID NO:6)

Proteina de hT1R1

MLLCTARLVGLQLLISCCWAFACHSTESSPDFTLPGDYLLAGLFPLHSGCLQVRHRPEVTLCDRSCSFNEH
GYHLFQAMRLGVEEINNSTALLPNITLGYQLYDVCSDSANVYATLRVLSLPGQHHIELQGDLLHYSPTVLA
VIGPDSTNRAATTAALLSPFLVPMISYAASSETLSVKRQYPSFLRTIPNDKYQVETMVLLLOKFGWTWISL
VGSSDDYGQLGVQALENQATGQGICIAFKDIMPFSAQVGDERMQCLMRHLAQAGATVVVVFSSRQLARVFEF
ESVVLTNLTGKVWVASEAWALSRHITGVPGIQRIGMVLGVAIQKRAVPGLKAFEEAYARADKKAPRPCHKG
SWCSSNQLCRECQOAFMAHTMPKLKAFSMSSAYNAYRAVYAVAHGLHQLLGCASGACSRGRVYPWQLLEQIH
KVHFLLHKDTVAFNDNRDPLSSYNIIAWDWNGPKWIFTIVLGSSTWSPVQLNINETKIQWHGKDNQVPKSVC
SSDCLEGHQRVVTGFHHCCFECVPCGAGTFLNKSDLYRCQPCGKEEWAPEGSQTCFPRTVVFLALREHTSW
VLLAANTLLLLLLLGTAGLFAWHLDTPVVRSAGGRLCFLMLGSLAAGSGSLYGFFGEPTRPACLLRQALFA
LGFTIFLSCLTVRSFQLIIIFKFSTKVPTFYHAWVONHGAGLFVMISSAAQLLICLTWLVVWTPLPAREYQ
RFPHLVMLECTETNSLGFILAFLYNGLLSISAFACSYLGKDLPENYNEAKCVTFSLLFNFVSWIAFFTTAS
VYDGKYLPAANMMAGLSSLSSGFGGYFLPKCYVILCRPDLNSTEHFQASIQDYTRRCGST

(SEQ ID NO:7)
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ADNc de rT1R1

rT1R1 cDNA
ATGCTCTTCTGGEGCTGCTCACCTGCTGCTCAGCCTGCAGTTGETCTACTGCTGGGCTTTCAGCTGCCRAA
GGACAGAGTCCTCTCCAGGCTTCAGCCTTCCTEGGGACTTCCTCCTTGCAGGTCTGTTCTCCCTCCATGGT
GACTGTCTGCAGGTGAGACACAGACCTCTGGTGACAAGTTGTGACAGGCCCGACAGCTTCAACGGCCATGG
CTACCACCTCTTCCAAGCCATGCGGTTCACTGTTGAGGAGATAAACAACTCCTCGGCCCTGCTTCCCAACA
TCACCCTGGGGTATGAGCTGTACGACGTGTGCTCAGAATCTGCCAATGTGTATGCCACCCTGAGGGTGCTT
GCCCTGCAAGGGCCCCGCCACATAGAGATACAGAAAGACCTTCGCAACCACTCCTCCAAGGTGGTGGCCTT
CATCGGGCCTGACAACACTGACCACGCTGTCACTACCGCTGCCTTGCTGGGTCCTTTCCTGATGCCCCTGG
TCAGCTATGAGGCAAGCAGCGTGGTACTCAGTGCCAAGCGCAAGTTCCCGTCTTTCCTTCGTACCGTCCCC
AGTGACCGGCACCAGGTGGAGGTCATGGTGCAGCTGCTGCAGAGTTTTGGGTGGGCTGTGGATCTCGCTCAT
TGGCAGCTACGGTGATTACGGGCAGCTGEETGTEGCAGECECTEGAGGAGCTGGCCEGTGCCCCGEGGCATCT
GCGTCGCCTTCAAGGACATCETGCCTTTCTCTGCCCGGEGTGGGTGACCCGAGGATGCAGAGCATGATGCAG
CATCTGGCTCAGGCCAGGACCACCGTGGETTGTGETCTTCTCTAACCGGCACCTGGCTAGAGTGTTCTTCAG
GTCCGTGGTGCTGGCCAACCTGACTGGCARAAGTGTGGGTCGCCTCAGAAGACTGGGCCATCTCCACGTACA
TCACCAGCGTGACTGGGATCCAAGGCATTGGGACGGTGCTCGGETGTGEGCCGTCCAGCAGAGACAAGTCCCT
GGGCTGAAGGAGTTTGAGGAGTCTTATGTCAGGGCTGTAACAGCTGCTCCCAGCGCTTGCCCGGAGGGGETC
CTGGTGCAGCACTAACCAGCTGTGCCGGGAGTGCCACACGTTCACGACTCGTAACATGCCCACGCTTGGAG
CCTTCTCCATGAGTGCCGCCTACAGAGTGTATGAGGCTGTGTACGCTGTGGCCCACGGCCTCCACCAGCTC
CTGGGATGTACTTCTGAGATCTGTTCCAGAGGCCCAGTCTACCCCTGGCAGCTTCTTCAGCAGATCTACAA
GGTGAATTTTCTTCTACATGAGAATACTGTGGCATTTGATGACAACGGGGACACTCTAGGTTACTACGACA
TCATCGCCTGGGACTGGAATGGACCTGAATGGACCTTTGAGATCATTGGCTCTGCCTCACTGTCTCCAGTT
CATCTGGACATAAATAAGACAAAAATCCAGTGGCACGGGAAGAACAATCAGGTGCCTGTGTCAGTGTGTAC
CACGGACTGTCTGGCAGGGCACCACAGGEGTGGTTGTGGGTTCCCACCACTGCTGCTTTGAGTGTGTGCCCT
GCGAAGCTGGGACCTTTCTCAACATGAGTGAGCTTCACATCTGCCAGCCTTGTGGAACAGAAGAATGGGCA
CCCAAGGAGAGCACTACTTGCTTCCCACGCACGGTGGAGTTCTTGGCTTGGCATGAACCCATCTCTTTGGT
GCTAATAGCAGCTAACACGCTATTGCTGCTGCTGCTGGTTGGGACTGCTGGCCTETTTCCCTGGCATTTTC
ACACACCTGTAGTGAGGTCAGCTGGCGGTAGGCTGTGCTTCCTCATGCTGGGTTCCCTGGTGGCCGGAAGT
TGCAGCTTCTATAGCTTCTTCGGGGAGCCCACGGETGCCCGCEGTGCTTGCTGCETCAGCCCCTCTTTTCTCT
CGCETTTGCCATCTTCCTCTCCTGCCTGACRATCCGCTCCTTCCAACTGGTCATCATCTTCAAGTTTTCTA
CCAAGGTGCCCACATTCTACCGTACCTGGGCCCAARACCATGCTGCAGGTCTATTCGTCATTGTCAGCTCC
ACGGTCCATTTGCTCATCTGTCTCACATGGCTTGTAATGTGGACCCCACGACCCACCAGGGAATACCAGCG
CTTCCCCCATCTGGTGATTCTCGAGTGCACAGAGGTCAACTCTGTAGGCTTCCTGTTGGCTTTCACCCACA
ACATTCTCCTCTCCATCAGTACCTTCGTCTGCAGCTACCTGGGTAAGGAACTGCCAGAGAACTATAATGAA
GCCAAATGTGTCACCTTCAGCCTGCTCCTCAACTTCCGTATCCTGGATCGCCTTCTTCACCATGGCCAGCAT
TTACCAGGGCAGCTACCTGECCTGCGCTCAATCTGCTGEGCAGGGCTGACCACACTGAGCGGCGGCTTCAGCG
GTTACTTCCTCCCCAAGTGCTATGTGATTCTCTGCCGTCCAGARCTCAARCAATACAGAACACTTTCAGGCC
TCCATCCAGGACTACACGAGGCGCTGCGGCACTACCTGA

(SEQ ID NO:8)

Proteina de rT1R1

MLFWAAHLLLSLQLVYCWAFSCQRTESSPGFSLPGDFLLAGLFSLHGDCLQVRHRPLVTSCDRPDSFNGHG
YHLFQAMRFTVEEINNSSALLPNITLGYELYDVCSESANVYATLRVLALQGPRHIEIQKDLRNHSSKVVAF
IGPDNTDHAVTTAALLGPFLMPLVSYEASSVVLSAKRKFPSFLRTVPSDRHQVEVMVQLLQSFGWVWISLI
GSYGDYGQLGVQALEELAVPRGICVAFKDIVPFSARVGDPRMQSMMQHLAQARTTVVVVFSNRHLARVFEFFR
SVVLANLTGKVWVASEDWAISTYITSVTGIQGIGTVLGVAVQQRQVPGLKEFEESYVRAVTAAPSACPEGS
WCSTNQLCRECHTFTTRNMPTLGAFSMSAAYRVYEAVYAVAHGLHQLLGCTSEICSRGPVYPWQLLQQIYK
VNFLLHENTVAFDDNGDTLGYYDI IAWDWNGPEWTFEI IGSASLSPVHLDINKTKIQWHGKNNQVPVSVCT
TDCLAGHHRVVVGSHHCCFECVPCEAGTFLNMSELHICQPCGTEEWAPKESTTCFPRTVEFLAWHEPISLV
LIAANTLLLLLLVGTAGLFAWHFHTPVVRSAGGRLCFLMLGSLVAGSCSFYSFFGEPTVPACLLRQPLFSL
GFAIFLSCLTIRSFQLVIIFKFSTKVPTFYRTWAQNHGAGLFVIVSSTVHLLICLTWLVMWTPRPTREYQR
FPHLVILECTEVNSVGFLLAFTHNILLSISTFVCSYLGKELPENYNEAKCVTFSLLLNFVSWIAFFTMASI
YQGSYLPAVNVLAGLTTLSGGFSGYFLPKCYVILCRPELNNTEHFQASTIQDYTRRCGTT

(SEQ ID NO:9)

ADNCc de hT1R2

ATGGGGCCCAGGGCAAAGACCATCTGCTCCCTGTTCTTCCTCCTATGGGTCCTGGCTGAGCCGGCTGAGAA
CTCGGACTTCTACCTGCCTGEGGGATTACCTCCTGGGTGGCCTCTTCTCCCTCCATGCCAACATGAAGGGCA
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TTGTTCACCTTAACTTCCTGCAGGTGCCCATGTGCAAGGAGTATGARAGTGAAGGTGATAGGCTACAACCTC
ATGCAGGCCATGCGCTTCGCGGTGGAGGAGATCAACAATGACAGCAGCCTGCTGCCTGETETGCTGCTGEE
CTATGAGATCGTGGATGTGTGCTACATCTCCARCAATGTCCAGCCGGTGCTCTACTTCCTGGCACACGAGG
ACAACCTCCTTCCCATCCAAGAGGACTACAGTAACTACATTTCCCETGTGGTGEGCTETCATTGGCCCTGAC
AACTCCGAGTCTGTCATGACTGTGGCCAACTTCCTCTCCCTATTTCTCCTTCCACAGATCACCTACAGCGC
CATCAGCGATGAGCTGCGAGACAAGGTGCGCTTCCCEGCTTTGCTGCGTACCACACCCAGCGCCGACCACT
ACGTCGAGGCCATGETGCAGCTGATGCTGCACTTCCEGCTGGAACTGGATCATTGTGCTGGTGAGCAGCGAC
ACCTATGGCCGCGACARTGGCCAGCTCGCTTGECGAGCECETGGCCCEECGCCACATCTGCATCGCCTTCCA
GGAGACGCTGCCCACACTGCAGCCCAACCAGAACATGACGTCAGAGGAGCGCCAGCGCCTGGTGACCATTG
TGGACAAGCTGCAGCAGAGCACAGCGCGCETCETEETCEGTGTTCTCGCCCGACCTGACCCTGTACCACTTC
TTCAATGAGGTGCTGCGCCAGAACTTCACGGGCGCCGTETGGATCGCCTCCGAGTCCTGGECCATCGACCC
GGTCCTGCACAACCTCACGGAGCTGGECCACTTGEGCACCTTCCTGGGCATCACCATCCAGAGCGTGCCCA
TCCCGEGCTTCAGTGAGTTCCEGCGAGTEGGGCCCACAGEGCTGEGCCGCCACCCCTCAGCAGGACCAGCCAG
AGCTATACCTGCAACCAGGAGTGCGACAACTGCCTGAACGCCACCTTGTCCTTCAACACCATTCTCAGGCT
CTCTGGRGAGCETETCGTCTACAGCETGTACTCTGCGETCTATGCTGTGGCCCATGCCCTGCACAGCCTCC
TCGGCTGTGACAAAAGCACCTGCACCAAGAGGETGEGTCTACCCCTGGCAGCTGCTTCAGGAGATCTGGAAG
GTCAACTTCACTCTCCTGGACCACCAAATCTTCTTCGACCCGCARGGGGACGTGGCTCTGCACTTGGAGAT
TGTCCAGTGGCAATGGGACCGGAGCCAGAATCCCTTCCAGAGCGTCGCCTCCTACTACCCCCTGCAGCGAC
AGCTGAAGAACATCCARGACATCTCCTGGCACACCGTCAACAACACGATCCCTATGTCCATGTGTTCCAAG
AGGTGCCAGTCAGGGCAARAGARGRAGCCTGTGEGCATCCACGTCTEGCTGCTTCGAGTGCATCGACTGCCT
TCCCGGCACCTTCCTCAACCACACTGAAGATGAATATGAATGCCACGCCTGCCCGAATAACGAGTGGTCCT
ACCAGAGTGAGACCTCCTGCTTCAAGCGGCAGCTGETCTTCCTGGAATGGCATGAGGCACCCACCATCGCT
GTGGCCCTGCTEECCGCCCTGEECTTCCTCAGCACCCTGEGCCATCCTGGTGATATTCTGGAGGCACTTCCA
GACACCCATAGTTCGECTCEGCTEEEEGCCCCATGTGCTTCCTGATGCTGACACTCCTGCTGGTGGCATACA
TGETGETCCCEGETETACGTGEGEECCECCCAAGGTCTCCACCTGCCTCTGCCEGCCAGGCCCTCTTTCCCCTC
TGCTTCACAATTTGCATCTCCTGTATCGCCETGCGTTCTTTCCAGATCETCTGCGCCTTCAAGATGGCCAG
CCGCTTCCCACGCGCCTACAGCTACTGEGTCCGCTACCAGGEGCCCTACGTCTCTATGGCATTTATCACGE
TACTCAAAATGGTCATTGTGGTAATTGGCATGCTGGCCACGEGCCTCAGTCCCACCACCCETACTGACCCC
GATGACCCCAAGATCACAATTGTCTCCTGTAACCCCAACTACCGCAACAGCCTGCTGTTCAACACCAGCCT
GGACCTGCTGCTCTCAGTGETEGETTTCAGCTTCGCCTACATCGGGCARAGAGCTGCCCACCAACTACAACG
AGGCCAAGTTCATCACCCTCAGCATGACCTTCTATTTCACCTCATCCEGTCTCCCTCTGCACCTTCATGTCT
GCCTACAGCGGGGTGCTGETCACCATCEGTGGACCTCTTGETCACTETCCTCAACCTCCTGGCCATCAGCCT
GGGCTACTTCGGCCCCAAGTGCTACATGATCCTCTTCTACCCGCGAGCGCARCACGCCCGCCTACTTCAACA
GCATGATCCAGGGCTACACCATGAGGAGGGACTAG

(SEQ ID NO:10)

Proteina de hT1R2

MGPRAKTICSLFFLLWVLAEPAENSDFYLPGDYLLGGLFSLHANMKGIVHLNFLQVPMCKEYEVKVIGYNL
MQAMRFAVEEINNDSSLLPGVLLGYEIVDVCY ISNNVQPVLYFLAHEDNLLPIQEDYSNYISRVVAVIGPD
NSESVMTVANFLSLFLLPQITYSAISDELRDKVRFPALLRTTPSADHHVEAMVQLMLHFRWNWI IVLVSSD
TYGRDNGQLLGERVARRDICIAFQETLPTLQPNQNMTSEERQRLVTIVDKLQQSTARVVVVFSPDLTLYHF
FNEVLRQNFTGAVWIASESWAIDPVLHNLTELGHLGTFLGITIQSVPIPGFSEFREWNGPQAGPPPLSRTSQ
SYTCNQECDNCLNATLSFNTILRLSGERVVYSVYSAVYAVAHALHSLLGCDKSTCTKRVVYPWQLLEEIWK
VNFTLLDHQIFFDPQGDVALHLEIVOWQWDRSQNPFQSVASYYPLQRQLKNIQDI SWHTVNNTIPMSMCSK
RCQSGQKKKPVGIHVCCFECIDCLPGTFLNHTEDEYECQACPNNEWS YQSETSCFKRQLVFLEWHEAPTIA
VALLAALGFLSTLAILVIFWRHFQTPIVRSAGEPMCFLMLTLLLVAYMVVPVYVGPPKVSTCLCRQALFPL
CFTICISCIAVRSFQIVCAFKMASRFPRAYSYWVRYQGPYVSMAFITVLKMVIVVIGMLATGLSPTTRTDP
DDPKITIVSCNPNYRNSLLFNTSLDLLLSVVGFSFAYMGKELPTNYNEAKFITLSMTFYFTSSVSLCTFMS
AYSGVLVTIVDLLVTVLNLLAISLGYFGPKCYMILFYPERNTPAYFNSMIQGYTMRRD

(SEQ ID NO:11)

ADNCc de rT1R2

ATGGGTCCCCAGGCAAGGACACTCTGCTTGCTGTCTCTCCTGCTGCATGTTCTGCCTAAGCCAGGCAAGCT
GGTAGAGAACTCTGACTTCCACCTGGCCGGGGACTACCTCCTGGETEGGCCTCTTTACCCTCCATGCCAACG
TGAAGAGCATCTCCCACCTCAGCTACCTGCAGGTGCCCAAGTGCAATGAGTTCACCATGAAGGTGTTGGGC
TACAACCTCATGCAGGCCATGCGTTTCGCTGTGGAGGAGATCAACAACTGTAGCTCCCTGCTACCCGGCGT
GCTGCTCGGCTACGAGATGGTGGATGTCTGTTACCTCTCCAACAATATCCACCCTGGGCTCTACTTCCTGG
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CACAGGACGACGACCTCCTGCCCATCCTCAAAGACTACAGCCAGTACATGCCCCACGTGGTGGCTGTCATT
GGCCCCGACAACTCTGAGTCCGCCATTACCGTGTCCAACATTCTCTCTCATTTCCTCATCCCACAGATCAC
ATACAGCGCCATCTCCGACAAGCTGCGGGACARGCGGCACTTCCCTAGCATGCTACGCACAGTGCCCAGCG
CCACCCACCACATCGAGGCCATGGTGCAGCTGATGGTTCACTTCCAATGGAACTGGATTGTGGTGCTGGTG
AGCGACGACGATTACGGCCGCGAGAACAGCCACCTGTTGAGCCAGCGTCTGACCARRACGAGCGACATCTG
CATTGCCTTCCAGGAGGTTCTGCCCATACCTGAGTCCAGCCAGGTCATGAGGTCCGAGGAGCAGAGACAAC
TGGACAACATCCTGGACAAGCTGCGGCGGACCTCGGCGECEGCGTCETGGTGGTGTTCTCGCCCGAGCTGAGC
CTGTATAGCTTCTTTCACGAGGTGCTCCGCTGGAACTTCACGGGTTTTGTGTGGATCGCCTCTGAGTCCTG
GGCTATCGACCCAGTTCTGCATAACCTCACGCGAGCTGCGCCACACGGGTACTTTTCTGGGCGTCACCATCC
AGAGGGTGTCCATCCCTGGCTTCAGTCAGTTCCGAGTGCGCCGTGACAAGCCAGGGTATCCCGTGCCTAAC
ACGACCAACCTGCGGACGACCTGCAACCAGGACTGTGACGCCTGCTTGAACACCACCAAGTCCTTCAACAA
CATCCTTATACTTTCGGGGGAGCGCGETGGTCTACAGCGTGTACTCGGCAGTTTACGCGGTGGCCCATGCCC
TCCACAGACTCCTCGGCTGTAACCGGGTCCGCTGCACCAAGCAAAAGGTCTACCCGTGGCAGCTACTCAGG
GAGATCTGGCACGTCAACTTCACGCTCCTGGGTAACCGGCTCTTCTTTGACCAACAAGGGGACATGCCGAT
GCTCTTGGACATCATCCAGTGGCAGTGGGACCTGAGCCAGAATCCCTTCCAAAGCATCGCCTCCTATTCTC
CCACCAGCAAGAGGCTAACCTACATTAACAATGTGTCCTGGTACACCCCCAACAACACGGTCCCTGTCTCC
ATGTGTTCCAAGAGCTGCCAGCCAGGGCAAATGAAAAAGTCTGTGGGCCTCCACCCTTGTTGCTTCGAGTG
CTTGGATTGTATGCCAGGCACCTACCTCAACCGCTCAGCAGATGAGTTTAACTGTCTGTCCTGCCCGGGTT
CCATGTGGTCCTACAAGAACGACATCACTTGCTTCCAGCGGCGGCCTACCTTCCTGGAGTGGCACGRAAGTG
CCCACCATCGTGGTGGCCATACTGGCTGCCCTGGGCTTCTTCAGTACACTGGCCATTCTTTTCATCTTCTG
GAGACATTTCCAGACACCCATGGTGCGCTCGGCCGETGGCCCCATEGTGCTTCCTGATGCTCGTGCCCCTGC
TGCTGGCGTTTGGGATGGTGCCCETGTATGTGGGGCCCCCCACGGETCTTCTCATGCTTCTGCCGACAGGCT
TTCTTCACCGTCTGCTTCTCCATCTGCCTATCCTGCATCACCGTGCGCTCCTTCCAGATCGTGTGTGTCTT
CAAGATGGCCAGACGCCTGCCAAGTGCCTACAGTTTTTGGATGCGTTACCACGGGCCCTATGTCTTCGTGE
CCTTCATCACGGCCATCAAGGTGGCCCTGGTGGTGGGCAACATGCTGGCCACCACCATCAACCCCATTGGC
CGGACCGACCCGGATGACCCCAACATCATGATCCTCTCGTGCCACCCTAACTACCGCAACGGGCTACTGTT
CAACACCAGCATGGACTTGCTGCTGTCTGTGCTGGGTTTCAGCTTCGCTTACATGGGCAAGGAGCTGCCCA
CCAACTACAACGAAGCCAAGTTCATCACTCTCAGCATGACCTTCTCCTTCACCTCCTCCATCTCCCTCTGC
ACCTTCATGTCTGTGCACGACGGCGTGCTCGGTCACCATCATGGACCTCCTGGTCACTGTGCTCAACTTCCT
GGCCATCGGCTTGGCATACTTTGGCCCCAAGTGTTACATGATCCTTTTCTACCCGGAGCGCAACACCTCAG
CCTATTTCAATAGCATGATCCAGGGCTACACCATGAGGAAGAGC

(SEQ ID NO:12)

Proteina de rT1R2

MGPOARTLCLLSLLLHVLPKPGKLVENSDFHLAGDYLLGGLFTLHANVKSISHLSYLQVPKCNEFTMKVLG
YNLMQAMRFAVEEINNCSSLLPGVLLGYEMVDVCYLSNNIHPGLYFLAQDDDLLPILKDYSQYMPHVVAVI
GPDNSESAITVSNILSHFLIPQITYSAISDKLRDKRHFPSMLRTVPSATHHI EAMVQLMVHFQWNWIVVLV
SDDDYGRENSHLLSQRLTKTSDICIAFQEVLPIPESSQVMRSEEQRQLDNILDKLRRTSARVVVVEFSPELS
LYSFFHEVLRWNFTGFVWIASESWAIDPVLHNLTELRHTGTFLGVTIQRVSIPGFSQFRVRRDKPGYPVPN
TTNLRTTCNQDCDACLNTTKSFNNILILSGERVVYSVYSAVYAVAHALHRLLGCNRVRCTKQKVYPWQLLR
BEIWHVNFTLLGNRLFFDQQOGDMPMLLDIIQWQWDLSQNPFQSIASYSPTSKRLTYINNVSWYTPNNTVPVS
MCSKSCQPGQMKKSVGLHPCCFECLDCMPGTYLNRSADEFNCLSCPGSMWSYKNDITCFQRRPTFLEWHEV
PTIVVAILAALGFFSTLAILFIFWRHFQTPMVRSAGGPMCFLMLVPLLLAFGMVPVYVGPPTVFSCFCRQA
FFTVCFSICLSCITVRSFQIVCVFKMARRLPSAYSFWMRYHGPYVFVAFITATIKVALVVGNMLATTINPIG
RTDPDDPNIMILSCHPNYRNGLLFNTSMDLLLSVLGFSFAYMGKELPTNYNEAKFITLSMTFSFTSSISLC
TFMSVHDGVLVTIMDLLVTVLNFLAIGLGYFGPKCYMILFYPERNTSAYFNSMIQGYTMRKS

(SEQ ID NO:13)

ADNc de hT1R3

ATGCTGGGCCCTGCTGTCCTGEGGCCTCAGCCTCTGGGCTCTCCTGCACCCTGGGACGGGGGCCCCATTGTG
CCTGTCACAGCAACTTAGGATGAAGGGGGACTACGTGCTGGGGEGGCTGTTCCCCCTGGGCGAGGCCGAGG
AGGCTGGCCTCCGCAGCCGGACACGGCCCAGCAGCCCTGTGTGCACCAGGTTCTCCTCAARACGGCCTGCTC
TGGGCACTGGCCATGAARATGGCCGTGCGAGGAGATCAACAACAAGTCGGATCTGCTGCCCGGGCTGCGCCT
GGGCTACGACCTCTTTGATACGTGCTCGGAGCCTGTGGTGGCCATGAAGCCCAGCCTCATETTCCTGGCCA
AGGCAGGCAGCCGCGACATCGCCGCCTACTGCAACTACACGCAGTACCAGCCCCGTGTGCTGGCTGTCATC
GGGCCCCACTCGTCAGAGCTCGCCATGGTCACCGGCAAGTTCTTCAGCTTCTTCCTCATGCCCCAggtcag
CTACGGTGCTAGCATGGAGCTGCTGAGCGCCCGGGAGACCTTCCCCTCCTTCTTCCGCACCGTGCCCAGCG
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ACCGTGTGCAGCTGACGGCCGCCGCGGAGCTGCTGCAGGAGTTCGGCTEGGAACTGGGTGGCCGCCCTGGGC
AGCGACGACGAGTACGGCCGGCAGGGCCTGAGCATCTTCTCGGCCCTGGCCGCGGCACGCGGCATCTGCAT
CGCGCACGAGGGCCTGETECCGCTGCCCCGTGCCGATGACTCGCGGCTGGGGAAGGTGCAGGACGTCCTGC
ACCAGGTGAACCAGAGCAGCGTGCAGGTGGTGCTGCTGTTCGCCTCCGTGCACGCCGCCCACGCCCTCTTC
AACTACAGCATCAGCAGCAGGCTCTCGCCCAAGGTGTGGGTGGCCAGCGAGGCCTEGGCTGACCTCTGACCT
GGTCATGGGGCTGCCCGGCATGGCCCAGATGGGCACGGTGCTTGGCTTCCTCCAGAGGGGTGCCCAGCTGC
ACGAGTTCCCCCAGTACGTGAAGACGCACCTGGCCCTGGCCACCGACCCGGCCTTCTGCTCTGCCCTGGGC
GRGAGGGAGCAGGGTCTGCGAGGAGGACGTGGTGGGCCAGCGCTGCCCGCAGTGTGACTGCATCACGCTGCA
GAACGTGAGCGCAGGGCTAAATCACCACCAGACGTTCTCTGTCTACGCAGCTGTGTATAGCGTGGCCCAGG
CCCTGCACAACACTCTTCAGTGCAACGCCTCAGGCTGCCCCGCGCAGGACCCCGTGAAGCCCTGGCAGLTC
CTGGAGAACATGTACAACCTGACCTTCCACGTGGGCGGGCTGCCGCTGCGGTTCGACAGCAGCGGARACGT
GGACATGGAGTACGACCTGAAGCTGTGGGTGTGGCAGGGCTCAGTGCCCAGGCTCCACGACGTGGGCAGGT
TCAACGGCAGCCTCAGGACAGAGCGCCTGAAGATCCGCTGGCACACGTCTGACAACCAGAAGCCCGETGTCC
CGGTGCTCGCGGCAGTGCCAGGAGGGCCAGGTGCGCCGGGTCAAGGGGTTCCACTCCTGCTGCTACGACTG
TGTGGACTGCGAGGCGGGCAGCTACCGGCAARAACCCAGACGACATCGCCTGCACCTTTTGTGGCCAGGATG
AGTGGTCCCCGGAGCGAAGCACACGCTGCTTCCGCCGCAGGTCTCRGTTCCTGGCATGEGGCGAGCCGGCT
GTGCTGCTGCTGCTCCTGCTGCTGAGCCTGGCGCTGGGCCTTGTGCTGGCTGCTTTGGGGCTGTTCGTTCA
CCATCGGGACAGCCCACTGGTTCAGGCCTCGGGGGGGCCCCTGGCCTGCTTTGGCCTGETGTGCCTGGGCC
TGETCTGCCTCAGCGTCCTCCTGTTCCCTGGCCAGCCCAGCCCTGCCCGATGCCTGGCCCAGCAGCCCTTG
TCCCACCTCCCGCTCACGGGCTGCCTGAGCACACTCTTCCTGCAGGCGGCCGAGATCTTCGTGGAGTCAGA
ACTGCCTCTGAGCTGGGCAGACCGGCTGAGTGGCTGCCTGCEGGGGCCCTGGECCTEGECTGETEETCGCTEC
TGGCCATGCTGCEGTGGAGGTCGCACTGTGCACCTGGTACCTGGTGGCCTTCCCGCCEGGAGGTGGTGACGGAC
TGGCACATGCTGCCCACGGAGGCGCTGGTGCACTGCCGCACACCCTCCTCGGTCAGCTTCGGCCTAGCGCA
CGCCACCAATGCCACGCTGGCCTTTCTCTGCTTCCTGGGCACTTTCCTGGTGCGCGAGCCAGCCGGGCCGCT
ACAACCGTGCCCGETGGCCTCACCTTTGCCATGCTGGCCTACTTCATCACCTGEGTCTCCTTTGTGCCCCTC
CTGGCCAATGTEGCAGGTGGTCCTCAGGCCCGCCGTGCAGATGGGCGCCCTCCTGCTCTGTGTCCTCGGCAT
CCTGGCTGCCTTCCACCTGCCCAGGTGTTACCTGCTCATGCCGGCAGCCAGGGCTCAACACCCCCCGAGTTCT
TCCTGGGAGGGGGCCCTGGGGATGCCCAAGGCCAGAATGACGGGAACACAGGARATCAGGGGARAACATGAG
TGA

(SEQ ID NO:14)

Proteina de hT1R3

MLGPAVLGLSLWALLHPGTGAPLCLSQQLRMKGDYVLGGLFPLGEAEEAGLRSRTRPSSPVCTRFSSNGLL
WALAMKMAVEEINNKSDLLPGLRLGYDLFDTCSEPVVAMKPSLMFLAKAGSRDIAAYCNYTQYQPRVLAVI
GPHSSELAMVTGKFFSFFLMPQVSYGASMELLSARETFPSFFRTVPSDRVQLTAAAELLOQEFGWNWVAALG
SDDEYGRQGLSIFSALAAARGICIAHEGLVPLPRADDSRLGKVQDVLHQVNQSSVQVVLLFASVHAAHALF
NYSISSRLSPKVWVASEAWLTSDLVMGLPGMAQMGTVLGFLQRGAQLHEFPQYVKTHLALATDPAFCSALG
EREQGLEEDVVGQRCPQCDCITLONVSAGLNHHQTFSVYAAVYSVAQALHNTLQCNASGCPAQDPVKPWQL
LENMYNLTFHVGGLPLRFDSSGNVDMEYDLKLWVWQGSVPRLHDVGRFNGSLRTERLKIRWHTSDNQKPVS
RCSRQCQEGQVRRVKGFHSCCYDCVDCEAGSYRQNPDDIACTFCGQODEWSPERSTRCFRRRSRFLAWGEPA
VLLLLLLLSLALGLVLAALGLFVHHRDSPLVQASGGPLACFGLVCLGLVCLSVLLFPGQPSPARCLAQQPL
SHLPLTGCLSTLFLQAAEI FVESELPLSWADRLSGCLRGPWAWLVVLLAMLVEVALCTWYLVAFPPEVVTD
WHMLPTEALVHCRTRSWVSFGLAHATNATLAFLCFLGTFLVRSQPGRYNRARGLTFAMLAYFITWVSFVPL
LANVQVVLRPAVOMGALLLCVLGILAAFHLPRCYLLMRQPGLNTPEFFLGGGPGDAQGONDGNTGNQGKHE
(SEQ ID NO:15)

ADNc de rT1R3

ATGCCGGETTTGGCTATCTTGGGCCTCAGTCTGGCTGCTTTCCTGGAGCTTGGCGATGGGGTCCTCTTTGTG
TCTGTCACAGCAATTCAAGGCACAAGGGGACTATATATTGGGTGGACTATTTCCCCTGGGCACAACTGAGG
AGGCCACTCTCAACCAGAGAACACAGCCCAACGGCATCCTATGTACCAGGTTCTCGCCCCTTGGTTTGTTC
CTGGCCATGGCTATGAAGATGGCTGTAGAGGAGATCAACAATGGATCTGCCTTGCTCCCTGGGCTGCGACT
GGGCTATGACCTGTTTGACACATGCTCAGAGCCAGTGGTCACCATGAAGCCCAGCCTCATGTTCATGGCCA
AGGTGGGAAGTCAAAGCATTGCTGCCTACTGCAACTACACACAGTACCAACCCCGTGTGCTGGCTGTCATT
GGTCCCCACTCATCAGAGCTTGCCCTCATTACAGGCAAGTTCTTCAGCTTCTTCCTCATGCCACAGGTCAG
CTATAGTGCCAGCATGGATCGGCTAAGTGACCGGGAAACATTTCCATCCTTCTTCCGCACAGTGCCCAGTG
ACCGGGTGCAGCTGCAGGCCGTTGTGACACTGTTGCAGAATTTCAGCTGGAACTGGCGTGGCTGCCTTAGGT
AGTGATGATGACTATGGCCGGGAAGGTCTCGAGCATCTTTTCTGGTCTGGCCAACTCACGAGGTATCTGCAT
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TGCACACGAGGGCCTGGTGCCACAACATGACACTAGTGGCCAACAATTGGGCARGGTGGTGGATGTGCTAC
GCCAAGTGAACCARAAGCAAAGTACAGGTGGTGGTGCTGTTTGCATCTGCCCGTGCTGTCTACTCCCTTTTT
AGCTACAGCATCCTTCATGACCTCTCACCCAAGGTATGGGTGGCCAGTGAGTCCTGGCTGACCTCTGACCT
GGTCATGACACTTCCCAATATTGCCCETGTGGGCACTGTTCTTGGGTTTCTGCAGCGCGGTGCCCTACTGC
CTGAATTTTCCCATTATGTGGAGACTCGCCTTGCCCTAGCTGCTGACCCAACATTCTGTGCCTCCCTGAAA
GCTGAGTTGGATCTGGAGGAGCGCGTGATGGGGCCACGCTGTTCACAATGTGACTACATCATGCTACAGAA
CCTGTCATCTGGGCTGATGCAGAACCTATCAGCTGGGCAGTTGCACCACCAAATATTTGCAACCTATGCAG
CTGTGTACAGTGTGGCTCAGGCCCTTCACAACACCCTGCAGTGCAATGTCTCACATTGCCACACATCAGAG
CCTGTTCAACCCTGGCAGCTCCTGGAGAACATGTACAATATGAGTTTCCGTGCTCGAGACTTGACACTGCA
GTTTGATGCCAAAGGGAGTGTAGACATGGAATATGACCTGAAGATGTGGGTGTGGCAGAGCCCTACACCTG
TACTACATACTGTAGGCACCTTCAACGGCACCCTTCAGCTGCAGCACTCGAARATGTATTGGCCAGGCAAC
CAGGTGCCAGTCTCCCAGTGCTCCCGGCAGTGCAAAGATGGCCAGGTGCGCAGAGTAAAGGGCTTTCATTC
CTGCTGCTATGACTGTGTGGACTGCAAGGCAGGGAGCTACCGGAAGCATCCAGATGACTTCACCTGTACTC
CATGTGGCAAGGATCAGTGGTCCCCAGARAAAAGCACAACCTGCTTACCTCGCAGGCCCAAGTTTCTGGCT
TGGGGGGAGCCAGCTGTGCTGTCACTTCTCCTGCTGCTTTGCCTGGTGCTGGGCCTCGACACTGGCTGCCCT
GGGGCTCTTTGTCCACTACTGGGACAGCCCTCTTGTTCAGGCCTCAGGTGGGTCACTGTTCTGCTTTGGCC
TGATCTGCCTAGGCCTCTTCTGCCTCAGTGTCCTTCTGTTCCCAGGACGACCACGCTCTGCCAGCTGCCTT
GCCCARCAACCAATGGCTCACCTCCCTCTCACAGGCTGCCTGAGCACACTCTTCCTGCAAGCAGCCGAGAT
CTTTGTGGAGTCTGAGCTGCCACTGAGTTGEGCAAACTGGCTCTGCAGCTACCTTCGGGGCCCCTGGGCTT
GGCTGGTGGTACTGCTCGCCACTCTTGTGGAGGCTGCACTATEGTCGCCTGGTACTTGATGGCTTTCCCTCCA
GAGGTGGTGACAGATTGGCAGGTGCTGCCCACGGAGGTACTGGAACACTGCCGCATGCGTTCCTGGGTCAG
CCTGGGCTTGEGTGCACATCACCAATGCAGTGTTAGCTTTCCTCTGCTTTCTGGGCACTTTCCTGGTACAGA
GCCAGCCTGGTCGCTATAACCGTGCCCGTGGCCTCACCTTCGCCATGCTAGCTTATTTCATCATCTGGGTC
TCTTTTGTGCCCCTCCTGGCTAATGTGCAGGTGGCCTACCAGCCAGCTGTGCAGATGGGTGCTATCTTATT
CTGTGCCCTGGGCATCCTGGCCACCTTCCACCTGCCCARATGCTATGTACTTCTGTGGCTGCCAGAGCTCA
ACACCCAGGAGTTCTTCCTGGGAAGGAGCCCCAAGGAAGCATCAGATGCGAATAGTGGTAGTAGTGAGGCA
ACTCGGGGACACAGTGAATGA

(SEQ ID NO:16)

Proteina de rT1R3

MPGLAILGLSLAAFLELGMGSSLCLSQQFKAQGDYILGGLFPLGTTEEATLNQRTQPNGILCTRFSPLGLF
LAMAMKMAVEEINNGSALLPGLRLGYDLFDTCSEPVVTMKPSLMFMAKVGSQSIAAYCNYTQVYQPRVLAVI
GPHSSELALITGKFFSFFLMPQVSYSASMDRLSDRETFPSFFRTVPSDRVQLQAVVTLLONFSWNWVAALG
SDDDYGREGLSIFSGLANSRGICIAHEGLVPQHDTSGQQLGKVVDVLRQVNQSKVQVVVLFASARAVYSLF
SYSILHDLSPKVWVASESWLTSDLVMTLPNIARVGTVLGFLQRGALLPEFSHYVETRLALAADPTFCASLK
AELDLEERVMGPRCSQCDY IMLQNLSSGLMONLSAGQLHHQIFATYAAVY SVAQALHNTLOQCNVSHCHTSE
PVQPWQLLENMYNMSFRARDLTLQFDAKGSVDMEYDLKMWVWQSPTPVLHTVGTFNGTLOLOHSKMYWPGN
QVPVSQCSRQCKDGQVRRVKGFHSCCYDCVDCKAGSYRKHPDDFTCTPCGKDQWSPEKSTTCLPRRPKFLA
WGEPAVLSLLLLLCLVLGLTLAALGLFVHYWDSPLVQASGGSLFCFGLICLGLFCLSVLLFPGRPRSASCL
AQQPMAHLPLTGCLSTLFLQAAEIFVESELPLSWANWLCSYLRGPWAWLVVLLATLVEAALCAWYLMAFPP
EVVIDWQVLPTEVLEHCRMRSWVSLGLVHITNAVLAFLCFLGTFLVQSQPGRYNRARGLTFAMLAYFIIWV
SFVPLLANVQVAYQPAVQMGAILFCALGILATFHLPKCYVLLWLPELNTQEFFLGRSPKEASDGNSGSSEA
TRGHSE

(SEQ ID NO:17)
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El receptor dulce-umami responde a la mayoria de los edulcorantes excepto al ciclamato

3

Sacarosa

Fructosa D-Trp Ciclamato Acek Sacarina Dulcina

200 mM 200 mM 10 mM 5 mM 0.5 mM 150 uM

Ciclamato

5mM 10 mM 20 mM 160 mM

FIGURA 7
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FIGURA 8
Ligandos h2/h3 h2-h1/h3
Aspartamo 0,5 mM 0,97 mM
D-Tpr 1 mM 3,2mM
Sacarosa 20 mM >50 mM
Fructosa 20 mM >50 mM
Ciclamato 0,5 mM N/E
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FIGURA 9
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El ciclamato potencia la respuesta a aspartamo en la linea estable hT1R2-1/h3

154 ECS0(mM)
Asparatamo 057
A
A§panamo + 0.44
10 Ciclamato 10 mM
-]
.
<
05-
0..0 T T T 1
5 -4 3 2 -1

LOG Aspartamo (M)

40



ES 2 658 859 T3

El ciclamato potencia la actividad de D-triptéfano

EC50 (mM)
15-
= D-Triptofano 32
+ D-Trp + 08
1.0- Ciclamato 10 mM ™
B
i
<
0.5+
0.0 ! T T 1
-5 -4 -3 2 -1
LOG D-Trp (M)
My, = 2.55

FIGURA 10
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El ciclamato potencia la actividad de sacarosa

Sacarosa

Sacarosa + |
Ciclamato
(10 mM)

FIGURA 11
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FIGURA 12
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El ciclamato potencia la actividad de la fructosa

EC50 ()
= Fructosa 0.34
* Fructosa + 0.57

Ciclamato 10 mM

T

3 2 -1 o
LOG Fructosa (M)

M,o = 2.10
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'807 activa hT1R2/hT1R3 y el ciclamato potencia la actividad de '807

EC50(uM)
29 . 807 0.42
x» 807
Ciclamato 5 mM 051
n
<1
0 T T T T 1
-10 9 -8 & ] 5

LOG 807 (M}

FIGURA 13
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'807 potencia la respuesta a aspartamo

Aspartamo (0,1 mM) 807 (6nl) Aspartamo (0,1 mM)+ 807(6nl1}

FIGURA 14
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FIGURA 15

hT1R1-2/rT1R3 responde a ligandos umami

450 .
400 [ ———
R — ‘ ;I_l— ‘
2 300 — ‘ @ Control
3 250 o IMP (10 mh)
£ 200 |— O GMP (10 mM)
S 150 |— O CMP (10 m)
100

D-Glu L-Glu L-Asp L-AP4
5mM 1mM 5 mM 5 mM
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FIGURA 16

La actividad de hT1R1-2/rT1R3 es potenciada por IMP

1.004
= MSG
0.75 » MSG+ IMPO0,1mM
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0.00 T T T 1
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