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DESCRIPCION
Lineas celulares para el cribado de receptores de aroma y olor
Campo

El campo técnico se dirige a los receptores y ensayos de olor y aroma que se pueden usar para identificar compuestos
o moduladores de olor y/o aroma. Los ensayos se dirigen mas especificamente a lineas celulares disefiadas que
exhiben una actividad mejorada del receptor de olor.

Antecedentes

Los olores se codifican inicialmente en el sistema olfativo periférico (es decir, la nariz) a través de interacciones entre
compuestos de aroma y sabor volatiles y proteinas del receptor de olor (OR) que residen en las membranas de las
neuronas receptoras olfativas del tejido epitelial olfativo. Dichas interacciones se producen de forma combinatoria
especifica de olor, donde cualquier OR se puede activar por multiples olores y, por el contrario, la mayoria de los
olores son capaces de activar varios OR diferentes. Para un compuesto o mezcla de olor/aroma dado, estas
interacciones del receptor generan sefiales neurofisioldgicas en el cerebro y, en ultima instancia, dan lugar a una
percepcion consciente del olor. Aproximadamente ~400 genes OR en el genoma humano se pueden activar por miles
0 mas estimulos de olor y es la complejidad inherente de las interacciones combinatorias entre los olores y los
receptores lo que permite la amplitud de sensaciones olfativas que podemos percibir. Elucidar estas interacciones
puede conducir al descubrimiento de productos beneficiosos que incluyen, pero no esta limitado a, contrarrestadores
de malos olores que bloquean la percepcion de olores desagradables, nuevos ingredientes de sabores y fragancias
que reemplazan compuestos no biodegradables o toxicos, y potenciadores de olores que limitarian nuestra
dependencia en compuestos dificiles de obtener de fuentes naturales.

Existe la necesidad de, por ejemplo, pero no esta limitado a, nuevos procedimientos que puedan expresar
funcionalmente OR en la superficie celular para una decodificacion confiable de los cédigos OR. Existe una necesidad
adicional de un procedimiento que exprese funcionalmente los OR en células no olfativas (por ejemplo, pero no esta
limitado a, lineas celulares heterélogas) que sean susceptibles a cribado de alto rendimiento con librerias de
compuestos de fragancias y sabores volatiles para una caracterizacion completa de la actividad OR. Esto podria
acelerar significativamente el descubrimiento de contrarrestadores de malos olores, moduladores de olores y nuevos
compuestos de sabor o fragancia altamente deseables.

El documento WO 2015/020158 A1 describe procedimientos para el cribado de compuestos de perfume de tipo
almizcle entre sustancias candidatas que utilizan un receptor olfativo especifico para un perfume de almizcle.

Ciertas proteinas que se derivan de las neuronas sensoriales olfativas pueden mejorar la localizacion de la superficie
celular de los receptores de olor en las lineas celulares no olfativas. Estas proteinas funcionan ayudando en el trafico
de los receptores de olor desde el reticulo endoplasmico al aparato de Golgi y la membrana plasmatica de la célula.
Se ha informado que la proteina 1 que transporta el receptor (RTP1), la proteina 2 que transporta el receptor (RTP2)
y la proteina 1 que aumenta la expresion del receptor (REEP1) mejoran la localizacion del receptor de olor en la
membrana plasmatica y, por lo tanto, funcionan en células no olfativas. RTP1 y RTP2 se han utilizado en células
heterélogas recombinantes para promover la expresion en la superficie de los receptores de olor (WO 2013/082522
A1). Se ha informado que RTP1 es la chaperona receptora de olor mas eficaz. Se ha demostrado que esta proteina
actua, en parte, al interactuar con los receptores de olor en el reticulo endoplasmico. Por lo tanto, una linea celular no
olfativa que sea susceptible de cribaje de alto rendimiento y que contenga el gen de RTP1 se desea altamente para
la decodificacion integral de las interacciones combinatorias entre los olores y los receptores de olores.

Aun mas deseable es una linea celular que produce consistentemente la proteina RTP1, que incluye, pero no esta
limitada a RTP1S, al expresar de manera estable el gen del locus endégeno RTP1. Sin embargo, las técnicas actuales
para desarrollar lineas celulares que expresan establemente el gen de RTP1 enddgeno implican enfoques de biologia
molecular ineficientes y engorrosos para la insercion de ADN en células cultivadas que de otra manera no expresarian
el gen. Por lo tanto, se desea usar una técnica que evite tales enfoques para desarrollar una linea celular estable y
que permita la expresion consistente de la RTP1 enddgena sin la necesidad de usar procedimientos recombinantes.

CRISPR/Cas9 es una herramienta de edicidon gendmica altamente eficiente que se utiliza para generar modificaciones
gendmicas precisas, como inserciones y deleciones. Por ejemplo, un uso particular de CRISPR/Cas9 permite la
expresion de un gen que de otro modo podria estar silenciado en una linea celular (véase, por ejemplo, Cheng y otros,
Cell Research (2013) 23: 1163-1171 y Maeder y otros, Nature Methods (2013) 10: 977-979). Al incorporar un promotor
transcripcional corriente arriba del gen, una linea celular puede expresar un gen endégeno que de otro modo estaria
inactivo.

Sumario

La invencion se refiere a una célula que comprende un ADN donante que se introduce en el sitio gendmico objetivo
corriente arriba de un locus del gen de RTP1 enddgeno, en el que el ADN donante comprende un promotor en el que
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el promotor impulsa la expresion del gen de RTP1, y en el que la célula se deriva de una linea celular HEK293 o
HEK293T.

También se divulga en la presente memoria una linea celular no olfativa con funcion mejorada del receptor de olor que
comprende un gen de RTP1 enddgeno activado.

También se divulga en la presente memoria una linea celular no olfativa que comprende un gen de RTP1 endégeno
activado dentro de la célula que ademas expresa una proteina RTP1.

La invencion se refiere ademas a un procedimiento para activar un gen de RTP1 enddgeno en una célula eucariota,
en el que la célula se deriva de una linea celular HEK293 o HEK293T, que comprende:

a. introducir un ARN guia complementario a un sitio gendmico objetivo corriente arriba del gen de RTP1;
b. introducir una proteina nucleasa Cas para formar un complejo con el ARN guia; y

c. utilizar el complejo objetivo gendmico ARN guia/Cas9 para administrar los elementos de activacion del gen para
el gen de RTP1 especificamente.

La invencion se refiere ademas a un procedimiento para identificar un compuesto o mezcla de compuestos que activan,
imitan, bloquean, inhiban, modulan y/o aumentan la actividad de un receptor olfativo en una célula no olfativa en la
que la célula se deriva de una linea celular HEK293 o HEK293T y comprende un ADN donante que se introduce en el
sitio objetivo genémico corriente arriba de un locus del gen de RTP1 endégeno, en el que el ADN donante comprende
un promotor en el que el promotor impulsa la expresion del gen de RTP1, en el que el procedimiento comprende
ademas:

a. poner en contacto el receptor, o una quimera o fragmento del mismo con un compuesto o mezcla de compuestos
que activa, imita, bloquea, inhibe, modula y/o mejora el receptor; y

b. determinar si el compuesto tiene un efecto sobre la actividad del receptor.
Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra un esquema del locus del gen de RTP1 enddgeno vy el sitio objetivo especifico que se utilizd
para la edicion del genoma.

La Figura 2 muestra un esquema del procedimiento de insercion del promotor CMV.

La Figura 3 muestra un esquema de los alelos tipo salvaje y recombinados y las regiones de genoma
correspondientes.

La Figura 4 muestra la caracterizacion de la integracion del promotor CMV en la linea celular que se disefié.
La Figura 5 muestra la caracterizacion de la expresion del ARNm de RTP1 en la linea celular que se disefio.
La Figura 6 muestra la caracterizacion de la expresion de la proteina RTP1 en la linea celular que se disefd.

La Figura 7 muestra una curva dosis-respuesta del receptor de ratén Olfr741 en presencia de concentraciones
crecientes de indol.

La Figura 8 muestra una curva dosis-respuesta del receptor de ratén Olfr742 en presencia de concentraciones
crecientes de indol.

La Figura 9 muestra una curva dosis-respuesta del receptor de ratén OIfr96 en presencia de concentraciones
crecientes de vulcandlido.

La Figura 10 muestra una curva dosis-respuesta del receptor humano OR11A1 en presencia de concentraciones
crecientes de vulcandlido.

La Figura 11 muestra una curva dosis-respuesta del receptor de ratdon OIfr740 en presencia de concentraciones
crecientes de indol.

La Figura 12 muestra una curva dosis-respuesta del receptor humano OR1A1 en presencia de concentraciones
crecientes de carvona- (-).

Descripcion detallada

Para las descripciones en la presente memoria y las reivindicaciones adjuntas, el uso de "0" significa "y/o" a menos

que se indique lo contrario. De forma similar, "comprende”, "comprenden”, "que comprende", "incluye", "incluyen" e
"incluyendo" son intercambiables y no pretenden ser limitantes.
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Se debe entender ademas que cuando las descripciones de diversas realizaciones usan el término "que comprende”,
los expertos en la técnica entenderan que, en algunos casos especificos, una realizacion se puede describir
alternativamente usando el lenguaje "que consiste esencialmente en "o que "consiste en".

En una realizacioén, se proporciona una célula que comprende un acido nucleico que codifica un receptor de olor.

En una realizacién adicional, se proporciona una célula que comprende un acido nucleico que codifica un receptor de
olor que se selecciona del grupo que consiste en OIfr741, OIfr742, OIfr96, Olfr740, OR1A1 y OR11A1.

En otra realizaciéon adicional en la presente memoria se proporciona una célula que comprende un promotor
constitutivo corriente arriba de un locus del gen de RTP1 enddgeno de tal manera que el promotor impulsa la expresion
del gen de RTP1 enddgeno.

En las neuronas sensoriales olfativas de ratén, el transcripto RTP1 contiene dos sitios de inicio de traduccion
alternativos que pueden conducir a dos formas distintas de la proteina RTP1: una version larga (RTP1L) y una version
corta (RTP1S). Sin embargo, es la proteina RTP1S que se expresa predominantemente en las neuronas olfativas del
ratéon. Ademas, las células no olfativas (por ejemplo, pero no esta limitado a HEK293T) que expresan de forma
heterdloga la secuencia de codificacion completa de RTP1 expresan predominantemente RTP1L, aunque la secuencia
de codificacion de RTP1S esta contenida dentro de RTP1L. Sin embargo, se prefiere RTP1S para el cribado del
receptor de olor en células no olfativas, ya que se sabe que RTP1S supera fuertemente a RTP1L con respecto a la
expresion de OR en la superficie celular. Sorprendentemente, hemos encontrado que la activacion endégena del gen
de RTP1 completo conduce preferentemente a la expresion de RTP1S.

En una realizacién adicional, en la presente memoria, se proporciona una célula que comprende un promotor
constitutivo corriente arriba de un locus del gen de RTP1 enddgeno que impulsa la expresion de la version corta del
gen de RTP1, el RTP1S.

En la presente memoria se proporciona una linea celular no olfativa que comprende un gen de RTP1 enddgeno que
se activa dentro de la célula que ademas expresa la version corta de una proteina RTP1, la RTP1S.

En otra realizacion mas, el promotor constitutivo se selecciona del grupo que consiste en CMV, PGK, EFla y SV40.
En una realizacion, el promotor es CMV, que se origina a partir del Citomegalovirus.

En una realizacién, en la presente memoria se proporcionada una célula que comprende un promotor inducible
corriente arriba de un locus del gen de RTP1 enddgeno de modo que el promotor impulsa la expresion del gen de
RTP1 cuando esta presente el operador correspondiente.

En una realizacion adicional, el promotor inducible es un promotor del Elemento de Respuesta a Tetraciclina (TRE)
que se induce por administracion de tetraciclina (o su analogo doxiciclina).

En una realizacion, la proteina nucleasa Cas es una proteina Cas9.

En una realizacién adicional, la proteina Cas9 se selecciona del grupo que consiste en Cas9, dCAs9 (Cas9
desactivado) y Cas9 nicasa.

En una realizacion, la secuencia de ARN guia (ARNg) se puede disefiar en base a reglas de ultima generacion (Doench
y otros, Nat Biotech (2014)) y herramientas de disefio de ARN guia disponibles publicamente para una orientacion
gendmica eficiente (por ejemplo, wwws.blueheronbio.com/external/tools/gRNASrc.jsp). Se pueden usar los brazos
homologos que tienen 800 pb de largo en cada lado de la ruptura de ADN de doble cadena especifica que se genera
por Cas9. Es util revisar cuidadosamente el sitio de integracion del promotor CMV para evitar un sitio de inicio de
traduccién no deseado antes del sitio de inicio RTP1 enddgeno.

Preferentemente, la linea celular original que se utiliza para la ingenieria CRISPR/Cas9 deberia ser de origen mamifero
y portar el locus del gen de RTP1. Dichas lineas celulares incluyen, pero no se restringen a, HEK293, HEK293T, HelLa,
CHO, OP6, HeLa-S3, HEKn, HEKa, PC-3, Calu1, Hep G2, HeLa B, HelLa T4, COS, COS-1, COS-6, COS-M6A, epitelio
de rindbn de mono BS-C-1, fibroblastos de embriones de ratén BALB/3T3, 3T3 Swiss, 3T3-L1, fibroblastos fetales
humanos 132-d5; 10.1 fibroblastos de ratén, 293-T, 3T3, BHK, BHK-21, BR 293, BxPC3, C3H-I0T1/2, C6/36, Cal-27,
CHO-7, CHO-IR, CHO-K1, CHO-K2, CHO-T, CHO Dhfr -/-, COS-7, HL-60, LNCap, MCF-7, MCF-10A, MDCK II, SkBr3,
células Vero, células olfativas inmortalizadas, células gustativas inmortalizadas y variedades transgénicas de las
mismas. Las lineas celulares estan disponibles en una variedad de fuentes conocidas por los expertos en la técnica
(véase, por ejemplo, la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (Manassus, Virginia).

Por lo tanto, se selecciona una linea celular estable del grupo que consiste en HEK293, HEK293T, HelLa, CHO, OP®6,
HelLa-S3, HEKn, HEKa, PC-3, Calu1, Hep G2, HeLa B, HelLa T4, COS, COS-1, COS-6, COS-M6A, epitelio de rifién
de mono BS-C-1, fibroblastos de embriones de raton BALB/3T3, 3T3 Swiss, 3T3-L1, fibroblastos fetales humanos 132-
d5; fibroblastos de raton 10,1, 293-T, 3T3, BHK, BHK-21, BR 293, BxPC3, C3H-10T1/2, C6/36, Cal-27, CHO-7, CHO-
IR, CHO-K1, CHO-K2, CHO-T, CHO Dhfr -/-, COS-7, HL-60, LNCap, MCF-7, MCF-10A, MDCK II, SkBr3, células Vero,
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células olfativas inmortalizadas, células gustativas inmortalizadas y variedades transgénicas de las mismas. Las
células de la invencion o que se usan segun la invencion se derivan de la linea celular HEK293 o HEK293T.

En otra realizacion mas, el complejo permite la escision de la secuencia de acido nucleico objetivo adyacente a la
secuencia de ARN guia y el complejo de proteina Cas9 que se entrega a la célula y en el que el procedimiento
comprende ademas introducir un ADN donante que comprende un promotor CMV dentro la célula.

En una realizacion, la secuencia de ARN guia y el complejo de proteina Cas9 permite la escision de la secuencia de
acido nucleico objetivo adyacente a la secuencia de ARN guia y el complejo de proteina Cas9 y en el que el
procedimiento comprende ademas introducir un ADN donante que comprende un promotor CMV a través de la
homologia celular dirigida, mecanismo de reparacion en el sitio de escision.

En una realizacion adicional, una linea celular se modifica para expresar de manera estable el gen de RTP1 endégeno
bajo el promotor CMV.

En una realizacion adicional, un ADN donante también puede comprender un casete de seleccion de antibitticos (por
ejemplo, que contiene el gen de resistencia a la puromicina). El cultivo de células en medios de cultivo que contienen
antibioticos después del suministro de ADN puede ser beneficioso, ya que elimina las células que no experimentaron
una integracion adecuada del ADN vy, por lo tanto, permite seleccionar eficientemente las poblaciones de clones
celulares recombinadas que adquirieron un marcador de resistencia, de ahi la integracion que se desea del ADN del
donante (por ejemplo, el promotor constitutivo CMV). Dicho gen de resistencia a antibiéticos se puede eliminar
posteriormente por ingenieria mediante sitios flanqueantes "frt" que se reconocen especificamente por la enzima
Flipasa. Este casete luego se retira mediante la entrega de dicha enzima a las células.

En una realizacion, el complejo funciona apuntando a ubicaciones especificas en el genoma y reclutando mas factores
de transcripciéon que activan genes endégenos corriente abajo como RTP1 sin la necesidad de escindir el ADN. Esto
se realiza fusionando la proteina Cas9 con un dominio de activacion de la transcripcion para formar un complejo en el
que el complejo no es capaz de escindir la secuencia de acido nucleico objetivo. El procedimiento proporciona un ADN
objetivo que dirige al ARN guia (es decir, corriente arriba del gen de RTP1) del dominio de activacion de la transcripcion
que se fusiona a Cas9. En lugar de escindir el ADN para permitir la integracion del promotor, se une y recluta
transitoriamente factores de transcripcion que activan el gen sin la necesidad de disefiar o modificar el genoma. Esto
se puede hacer mediante el uso de una version desactivada de Cas9 que se llama dCas9, que se fusiona a factores
transcripcionales especificos que reclutan elementos como VP64, VPR y SAM, o mediante el uso de un ARN guia
modificado (por ejemplo, un ARN guia truncado). Esta proteina de fusiéon no escinde el acido nucleico.

Una realizacién, que se proporciona en la presente memoria es un procedimiento que comprende introducir un acido
nucleico que codifica un receptor olfativo dentro la célula.

Una realizacion adicional, que se proporciona en la presente memoria es un procedimiento para identificar un
compuesto que activa, imita, bloquea, inhibe, modula y/o aumenta la actividad de un receptor olfativo en una célula no
olfativa, en el que la célula se deriva de una linea celular HEK293 o HEK293T y comprende un ADN donante que se
introduce en el sitio objetivo gendmico corriente arriba de un locus del gen de RTP1 enddégeno, en el que el ADN
donante comprende un promotor en el que el promotor impulsa la expresion del gen de RTP1, en el que el
procedimiento comprende ademas:

a. poner en contacto el receptor, o una quimera o fragmento del mismo con un compuesto que activa, imita,
bloquea, inhibe, modula y/o mejora el receptor y

b. determinar si el compuesto tiene un efecto sobre la actividad del receptor.
En una realizacion, el receptor olfativo es del grupo que consiste en un receptor de almizcle y de mal olor.
En una realizacioén particular, el receptor de mal olor se selecciona de un receptor de escatol o indol.

En una realizacion particular, el receptor de almizcle se selecciona de un receptor de almizcle policiclico y un receptor
de almizcle nitro.

En una realizacion, los acidos nucleicos que codifican un receptor de olor se introducen en ausencia sustancial de una
proteina Gy

En una realizacion, se llevan a cabo las siguientes etapas:

1. editar el genoma de una linea celular usando la tecnologia CRISPR/Cas9, que incluye: (1) disefiar un ADN que
codifique un 'ARN guia' especifico para el sitio de integraciéon de ADN gendmico deseado ubicado cerca del locus
del gen de RTP1 enddgeno; y (2) un 'ADN donante' para que se integre en el locus genémico que comprende un
promotor transcripcional constitutivamente activo;

2. introducir los ADN disefiados en la etapa 1 en una linea celular de mamifero;
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3. seleccionar una linea celular que tiene integrado el ADN del donante en el locus genémico deseado y que
produce un ARNm de RTP1 mediante la activacion del gen de RTP1 endégeno.

4. introducir una secuencia de ADN del receptor de olor dentro de la linea celular seleccionada.

5. poner en contacto un receptor, quimera o fragmento con un compuesto y analizar si el compuesto tiene un efecto
sobre la actividad del receptor de olor.

Los procedimientos proporcionados en la presente memoria permiten el uso de lineas celulares para descubrir
ingredientes tales como potenciadores o bloqueadores de olor para uso cosmético e industrial (por ejemplo, perfumes,
potenciadores de perfume, potenciadores de sabor, desodorantes para el hogar y el cuerpo). Los nuevos ingredientes
pueden proporcionar perfiles de fragancia, toxicidad y biodegradacion mas favorables y/o exhibir una mayor potencia.

En consecuencia, se divulga en la presente memoria un compuesto o mezcla de compuestos que activa, imita,
bloquea, inhiba, modula y/o aumenta la actividad de un receptor olfativo en una célula no olfativa que se obtiene por
uno cualquiera de los procedimientos divulgados en la presente memoria.

En una realizacion, se proporciona un sistema de expresion heterélogo de expresion funcional mejorada del receptor
de olor que usa CRISPR/Cas9 para activar especifica y constitutivamente el gen de RTP1 que se silencia (inactiva)
en células HEK293T regulares.

Definiciones
Los siguientes términos tienen los significados atribuidos a éstos, a menos que se especifique lo contrario.
"Gen endogeno” se refiere a un gen que se origina dentro de un organismo, tejido o célula.

La expresion "efectos funcionales" incluye la determinacion de cualquier parametro que esté indirectamente o
directamente bajo la influencia del receptor, por ejemplo, efectos funcionales, fisicos y quimicos. Incluye, pero no
esta limitado a, la unién de ligandos, cambios en el flujo de iones, potencial de membrana, flujo de corriente,
transcripcion, uniéon a proteinas G, fosforilacion o desfosforilacion de GPCR, interacciones receptor-ligando de
transduccion de sefiales, concentraciones de segundo mensajero (por ejemplo, AMPc, GMPc, IP3 o Ca
intracelular?*), in vitro, in vivo y ex vivo y también incluye otros efectos fisioldgicos tales como aumentos o
disminuciones de la liberacién de neurotransmisores u hormonas.

La expresion "determinar si el compuesto tiene un efecto sobre la actividad" en el contexto de los ensayos significa
ensayos para un compuesto que aumenta o disminuye un parametro que esta indirectamente o directamente bajo
la influencia de un miembro de la familia OR, por ejemplo, efectos funcionales, fisicos y quimicos. Tales efectos
funcionales se pueden medir por cualquier medio conocido por los expertos en la técnica, por ejemplo, pero no
esta limitado a, cambios en las caracteristicas espectroscopicas (por ejemplo, fluorescencia, absorbancia, indice
de refraccion), hidrodinamica (por ejemplo, forma), cromatografica o propiedades de solubilidad, pinzamiento de
parche, colorantes sensibles al voltaje, corrientes de células enteras, eflujo de radioisétopos, marcadores
inducibles, expresion génica de OR de ovocitos; cultivo celular de tejidos con expresién de OR; activacion
transcripcional de genes OR; ensayos de union a ligandos; cambios de voltaje, potencial de membrana y
conductancia; ensayos de flujo de iones; cambios en los mensajeros intracelulares secundarios como AMPc, GMPc
e inositol trifosfato (IP3); cambios en los niveles de calcio intracelular; liberacion de neurotransmisores, y similares.

El término "vector de expresion" se refiere a cualquier sistema de expresion recombinante con el propésito de

expresar una secuencia de acido nucleico de la invencion in vitro o in vivo, de manera constitutiva o inducible, en
cualquier célula, que incluye células procariotas, de levaduras, fungicas, vegetales, de insectos o de mamiferos.
El término incluye sistemas de expresion lineales o circulares. El término incluye sistemas de expresion que
permanecen episomales o se integran en el genoma de la célula huésped. Los sistemas de expresion pueden
tener la capacidad de autorreplicarse o no, es decir, conducir solo la expresion transitoria en una célula. El término
incluye casetes de expresion recombinante que contienen solo los elementos minimos necesarios para la
transcripcioén del acido nucleico recombinante.

Por "célula huésped" se entiende una célula que contiene un vector de expresion y soporta la replicacion o
expresion del vector de expresion. Las células huésped pueden ser células procariotas como E. coli, o células
eucariotas como levaduras, insectos, anfibios o células de mamiferos como células CHO, HelLa, HEK-293 y
similares, por ejemplo, células cultivadas, explantes y células in vivo.

"Inhibidores", "activadores", "contrarrestantes" y "moduladores” de genes o proteinas OR se usan indistintamente
para referirse a moléculas inhibidoras, activadoras o moduladoras identificadas usando ensayos in vitro € in vivo
para la transduccion olfativa, por ejemplo, ligandos, agonistas, antagonistas, potenciadores y sus homadlogos y
miméticos. Los inhibidores son compuestos que, por ejemplo, se unen, bloquean parcial o totalmente la
estimulacion, disminuyen, evitan, retrasan la activacion, inactivan, desensibilizan o regulan negativamente la
transduccion olfativa, por ejemplo, los antagonistas. Los activadores son compuestos que, por ejemplo, se unen,
estimulan, aumentan, activan la apertura, facilitan, mejoran la activacién, sensibilizan o regulan la transduccion
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olfativa, por ejemplo, agonistas. Los moduladores incluyen compuestos que, por ejemplo, alteran la interaccién de
un receptor con: proteinas extracelulares que se unen a activadores o inhibidores (por ejemplo, proteinas de union
a odorantes y otros miembros de la familia de vehiculos hidréfobos); proteinas G; quinasas (por ejemplo,
homologos de rodopsina quinasa y beta quinasas de receptores adrenérgicos que estan involucradas en la
desactivacion y desensibilizacion de un receptor); y arrestinas, que también desactivan y desensibilizan los
receptores. Los moduladores pueden incluir versiones genéticamente modificadas de miembros de la familia OR,
por ejemplo, con actividad alterada, asi como ligandos de origen natural o sintéticos, antagonistas, agonistas,
moléculas quimicas pequefas y similares. Dichos ensayos para inhibidores y activadores incluyen, por ejemplo,
expresar miembros de la familia OR en células o membranas celulares, aplicar compuestos moduladores putativos,
en presencia o ausencia de moléculas de aroma o gusto, por ejemplo, almizcles o malos olores, y luego determinar
los efectos funcionales sobre la transduccion olfativa, como se describié anteriormente. Las muestras o ensayos
que comprenden miembros de la familia OR que se tratan con un posible activador, inhibidor o modulador se
comparan con muestras de control sin el inhibidor, activador o modulador para examinar el grado de modulacion.

La region del "dominio N terminal" comienza en el N-terminal y se extiende hasta una regién cercana al comienzo
de la primera region transmembrana. "Dominio transmembrana”, que comprende las siete "regiones
transmembrana”, se refiere al dominio de polipéptidos OR que se encuentra dentro de la membrana plasmatica, y
también puede incluir los lazos citoplasmaticos (intracelulares) y extracelulares correspondientes. Las siete
regiones transmembrana y los lazos extracelulares y citoplasmaticos se pueden identificar utilizando
procedimientos estandares, como se describe en Kyte y Doolittle, J. Mol. Biol., 157:105-32 (1982), o en Stryer. La
estructura secundaria y terciaria general de los dominios transmembrana, en particular los siete dominios
transmembrana de los receptores acoplados a proteinas G, como los receptores olfativos, son conocidos en la
técnica. Por lo tanto, la secuencia de estructura primaria se puede disefiar o predecir en base a secuencias de
dominio transmembrana conocidas, como se describe en detalle a continuacién. Estos dominios transmembrana
son Utiles para ensayos in vitro de union a ligandos, tanto en fase soluble como sdlida.

El término "acido nucleico" o "secuencia de acido nucleico" se refiere a un oligonucledtido de desoxirribonuclestidos
o ribonucledtidos en forma de simple o doble cadena. El término abarca acidos nucleicos, es decir,
oligonucledtidos, que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales. El término abarca, ademas,
estructuras similares a acidos nucleicos con cadenas principales sintéticas. A menos que se indique lo contrario,
una secuencia de acido nucleico particular implicitamente abarca las variantes de estos modificadas de forma muy
conservadora (por ejemplo, las sustituciones de codones degenerados) y las secuencias complementarias, asi
como la secuencia que se indica explicitamente. Especificamente, las sustituciones de codones degenerados se
pueden lograr mediante la generacion, por ejemplo, de secuencias en las que la tercera posicién de uno o mas
codones seleccionados se sustituye con residuos con base mezclada y/o desoxiinosina.

Receptor de olor u "OR" se refiere a uno o mas miembros de una familia de receptores acoplados a proteinas G
que se expresan en células olfativas. Las células receptoras olfativas también se pueden identificar en base a la
morfologia o mediante la expresion de proteinas expresadas especificamente en células olfativas. Los miembros
de la familia OR pueden tener la capacidad de actuar como receptores para la transduccién olfativa.

El receptor de olor o los acidos nucleicos "OR" codifican una familia de receptores acoplados a proteinas G con
siete regiones transmembrana que tienen actividad de receptor acoplado a proteinas G, por ejemplo, se pueden
unir a proteinas G en respuesta a estimulos extracelulares y promover la produccidon de mensajeros secundarios
como IP3, AMPc, GMPc y Ca?* a través de la estimulacién de enzimas como la fosfolipasa C y la adenilato ciclasa.

Los polipéptidos "OR" se consideran como tales si pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a la
proteina G de los 7 dominios transmembrana codificada por un solo exén de ~ 1 kb de longitud y exhibe motivos
caracteristicos de aminoacidos especificos del receptor olfativo. Los siete dominios predichos se denominan
dominios "transmembrana" o "TM", TM | a TM VIl que se conectan por tres dominios predichos de "lazo celular
interno" o "IC", IC 1 a IC Ill, y tres dominios predichos de "lazo celular externo" o "EC", EC | a EC Ill. Los motivos
se definen como, pero no estan limitados a, el motivo MAYDRYVAIC superpuesto a TM |ll e IC II, el motivo
FSTCSSH superpuesto a IC Ill y TM VI, el motivo PMLNPFIY en TM VII, asi como tres residuos C conservados en
EC Il, y la presencia de residuos altamente conservados de GN en TM | [Zhang y Firestein (2002), The Olfactory
Receptor Gene Superfamily of the Mouse. Nature Neuroscience: 5 (2):124-33; Malnic y otros, The Human Olfactory
Receptor Gene Family: PNAS: 101(8):2584-9].

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina” se usan indistintamente en la presente memoria para referirse a
un polimero de residuos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o
mas residuos de aminoacido es un mimético quimico artificial de un correspondiente aminoacido de origen natural,
asi como de polimeros de aminoacidos de origen natural y polimeros de aminoacidos de origen no natural. El
término "heterdlogo” cuando se usa con referencia a las porciones de un acido nucleico indica que el acido nucleico
comprende dos o mas subsecuencias que no se encuentran en la naturaleza en igual relacion entre si. Por ejemplo,
el acido nucleico tipicamente se produce por via recombinante, y tiene dos o mas secuencias a partir de genes no
relacionados dispuestos para preparar un nuevo acido nucleico funcional, por ejemplo, un promotor a partir de una
fuente y una region de codificacion a partir de otra fuente. Del mismo modo, una proteina heterdloga indica que la
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proteina comprende dos o mas subsecuencias que no se encuentran en la naturaleza en igual relacion entre si
(por ejemplo, una proteina de fusion).

Un "promotor" se define como una serie de secuencias de acidos nucleicos que dirigen la transcripcién de un acido
nucleico. Como se usa en la presente memoria, un promotor incluye las secuencias de acidos nucleicos necesarias
cerca del sitio de inicio de la transcripcion, tal como, en el caso de un promotor de polimerasa tipo Il, un elemento
TATA. Un promotor ademas incluye opcionalmente los elementos potenciadores o represores distales, que se
pueden localizar hasta diversos miles de pares de bases a partir del sitio de inicio de la transcripciéon. Un promotor
"constitutivo" es un promotor que se activa bajo la mayoria de las condiciones ambientales y de desarrollo. Un
promotor "inducible" es un promotor que se activa bajo la regulacion ambiental o de desarrollo.

Como se usa en la presente memoria, el término "recombinante” se refiere a un polinucledétido que se sintetiza o
manipula de cualquier otra manera in vitro (por ejemplo, "polinucleétido recombinante"), mediante procedimientos
para el uso de polinucleétidos recombinantes para producir productos génicos en células u otros sistemas
bioldgicos, o para un polipéptido ("proteina recombinante") codificado por un polinucleétido recombinante. "Medios
recombinantes" también abarca la ligadura de acidos nucleicos que tienen diversas regiones codificadoras o
dominios o secuencias promotoras de diferentes fuentes en un casete de expresién o vector para expresién de,
por ejemplo, expresion inducible o constitutiva de una proteina de fusibn que comprende un dominio de
translocacion de la invencién y una secuencia de acido nucleico amplificada que usa un cebador de la invencion.

El acido nucleico y las secuencias de aminoacidos que se identifican y/o utilizan en la presente memoria se enumeran
a continuacion:

Secuencia objetivo de ARN guia (SEQ ID NO: 1 ADN)

SEQID NO: 1

ctgcaatctcagttcagggcc

ADN donante para la reparacion homdéloga dirigida (SEQ ID NO: 2 ADN)
SEQ ID NO: 2

ggggttttatggaagagtcttacttctctttictttcatctatattttgtattttttctagaataaacccatatgattttttaaaaggaaaaataattta
ttaaaaatagcagcagaggcatgtatagtaaaggctgttttgectgtgggtggtectectetictgegcettctataatcagettggaaataat
cttgtctgetectgectggcetgatgcaatgctectacctttgtgeacaggtggctgticttgecacaaggecattgcageatggatcctattg
cacagttattcagtacacagtcagctacaagcactgacatagagettggeacatgtctgecaaaccctacccacatgeteggatatgtitg

aaatgaatgaattaatgaaccggtctggggtcaacagcettgaatttgtatacaggctccgecatttataggetaggtgagtectaggetee
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tgatctgtactgcagcaatagtaatcataacttaagagacctccaattgtgttttgaaaatggcaaagtgetggtcacaagatggetggeg
aagccgagagagagtttattattattgctccatctactaacaaatttacatctcecccatccctcatttctecttggetgectaaggeatcatgg
ttaccgtagcagccagatgcetgatgatgectccaggggacggcaaggtgaaactgagecagticccagtectcacctececatactett
tccaggccagggtgagatgotctgaagetcagtcetetggtcaggteccccactetgtettggatcatttagacecgeggecgeggege
gecteggaattegattgaagttectaticegaagticctattctctagaaagtataggaactteggtgtggaaagtecccaggetececag
caggcagaagtatgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccatagtccecgeccctaactccgeccatcecegeccctaacteegee
cagttccgeccattctccgecccatggetgactaattttttttatttatgcagaggecgaggecgecteggectctgagetattccagaagt
agtgaggagocttttitggaggcctaggctittgcaaaaagettgeatgectgeaggteggecgecacgaceggtgecgecaccatee
cctgacccacgeccctgacccctcacaaggagacgacctteccatgaccgagtacaageccacggtgegectegecaccegegacg
acgtceeccgggecgtacgeaccctecgecgecgegticgecgactacececgecacgegecacaccgtegacceggaccgecacat
cgagcgggtcaccgagcetgcaagaactcticctcacgegegtegggcetcgacatcggeaaggtgtgggtcgeggacgacggegece
geggtgecggtetggaccacgecggagagegtegaageggggecggtettcgecgagateggeccgegeatggecgagttgage
ggttceeggetggecgegeageaacagatggaaggectectggegecgeaccggeccaaggageccgegtggttcetggecace
gteggegtetcgeecgaccaccagggeaagggictgggeagegecgtegtgetcceeggagtggagecgoccgagegeeecgg
ggtgeecgecttectggagaccteegegecccgeaacctecccttctacgageggeteggettcacegtcaccgecgacgtcgaggt
geccgaaggaccgegeacctggtgeatgaccegeaageeeggtgeetgacgeccgecececacgaccegeagegeecgacegaaa
ggagegeacgaccecatggetccgaccgaagecacceggggeggoceegecgacceegraccegeeoeegaggeecaccgac
tctagaggatcataatcagecataccacattigtagaggttttacttgetitaaaaaaccteccacacctecccctgaacctgaaacataaa
atgaatgcaattgttgttgttaactigtttattgcagcttataatggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcatttttt
tcactgcgaagttcctattccgaagttcctattetctagaaagtataggaacttcaatcactagtgaattcacgegttgacattgattattgac
tagttattaatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgegttacataacttacggtaaatggeccgectgg
ctgaccgeccaacgacccccgeccattgacgtcaataatgacgtatgticccatagtaacgecaatagggactticcattgacgtcaatg
gotgpagtatttacggtaaactgeccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgecaagtacgeccectattgacgtcaatgacggtaa
atggeccgectggceattatgeccagtacatgaccttatgggactttcctacttggcagtacatctacgtattagtcatcgcetattaccatggt
gatgcggttttggcagtacatcaatgggcegtggatageggtttgactcacggggatttccaagtctccacccecattgacgtcaatggga
gtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgecccattgacgcaaatgggeggtaggegtgtacggt
ggpagetctatataagcagagetegtttagtgaaccgtgtttaaacctcticagagactcectectecccaagetetgtetictggeaacct
gectggttgecgtggaaacaggttccactgeggacaaaggagggagetgggtectgettectectggtettgtcgatgaggatttttag
accgtggagactgegctgecctgecctgeacctacectcacteteegtgttctcactaaggtggaaattgecttcectecactactgacga
gaccatgtgtaaaagegtgaccacagatgagtggaagaaagtctictatgagaagatggaggaggcaaagecggcetgacagetggg
acctcatcatagaccccaacctcaageacaatgtgetgagecctggttggaageagtacctggaattgeatgcttcaggcaggtgagta
geccaggaaagtggatecctgeaggecgectcetaggteectagetetggggceaccttccaaggagaggaagattacgtagaaccca
agtgtttagcttcaatctcactattaggetggcgtagactggaagtcagagaaagagtcectaactgggaactacgacacttgagttgea
tttcagctcttctactgatcacctgtgttacteticctetctgagtcacaatttttccgtctggaaaataaagacatagaatatacgtatgagtc

ctacacactgacattttacatattttctattttaacagtctcttaaaaagtagtttaaaaccagagaagaagggtttgaggcccactggggot
cgagacgteegtgetetggtectgggaccggtitaaatctatttaa

OIfr741 de raton (SEQ ID NO: 3 ADN; SEQ ID NO: 4 PROTEINA)
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SEQ ID NO: 3

atgaaaaccctcagcagccccageaactccageaccatcactggettcatectettgggcettcgectaccecagggaggggcaaatte
teetetttgtgatcttettcattgtttacatactcattettatgggcaacgcettccatcatetgtgetgtgtactgtgatcagagactccacaccee
ccatgtaccttctgetggecaacttctecttcatggagattggatatgtcacctccacagtccccaacatgttggecaacttectttcagac
accaaggtcatctctttctctggatgettcctgeagttctatttctictictectttggttctacagaatgctttttcctggcagtcatggceatttg
atcgataccttgcecatctgtaggccactacattatccttetctcatgactgggegecteccgaaacacccttgtgaccagttgetgggtgett
ggtttcctetggticectgtacccatcatcatcatcteccagatgtecttetgtgggtccagaattatagaccacttectgtgtgacccagge
cctettttggeccttgectgticcagagteccattgatagaggttttctggtccattataatgtctatgetectggttattectttcctettcatcat
gggaacttacatattggtcctaagagetgtgtttagacttccttcaagagaaggacaaaaaaaggctttctccacttgegggtctcatete
acagtagtttcactcttttattgctcagtgatgataatgtatctgageccaacatctgageatgaggccggaatgeagaagcttgtaactct
attttattctgtgggtacaccactgcttaatcctatgatatacagtctgaggaacaaagatatgaaaaatgecctacagaagattttga
SEQ ID NO: 4

mktlsspsnsstitgfillgfaypregqillfviffivyililmgnasiicavycdqrlhtpmylllanfsfmeigyvtstvpnmlanfls
dtkvisfsgeflqfyfffsfgstecfflavmafdrylaicrplhypsimtgrimtivtscwvlgflwfpvpiiiisqmsfegsriidhflc
dpgpllalacsrvplievfwsiimsmllvipflfimgtyilviravirlpsregqkkafstcgshltvvslfycsvmimylsptschea
gmqklvtlfysvgtpllnpmiyslrnkdmknalqkilrt
OIfr742 de raton (SEQ ID NO: 5 ADN; SEQ ID NO: 6 PROTEINA)
SEQ ID NO: 5

atgaaaaccctcagcagccccagcaactccageaccatcactggettcatectettgggcettccectgecccagggaggggcaaatee
tectetttgtgacctictteattgtttacatactcattcttatgggcaatgcettccatcatetgtgetgtgtactgtgatcagagectccacacce
ccatgtacttcctgetggecaacttctectticctggagatcetggtatgtcacctccacagtececaacatgttggecaacttectttcagac

accaaggtcatctctttctctggatgettcctgeagttctatttctictictectttggtictacagaatgcetttttcctggeagtcatggeatttg

atcgataccttgccatctgtaggecactacattatccttctctcatgactgggeacctetgeaacatecttgtgatcagttgetgggtgcttg
gtttectetggttecctgtacccatcatcatcatctcccagatgtecttctgtgggtecagaattatagaccacttectgtgtgacccaggece
ctettttggeccttgectgticcagagecccattgatggaggttttctggacaattataatgtctatgetectggttattectttectcttcateat
gggaacttacatattggtcctaagagcetgtgtttagacttccttcaagagatggacaaaaaaaggecttctecacttgegggtcteatcte

acagtagtttcactcttttattgctcagtgatgaaaatgtatttgageccaacatctgageatgaagetggaatgcagaagcttgtaactcta
ttttattctgtgggtactccactacttaatcctgtgatatacagtctgaggaacaaagatatgaaaaatgecctgecagaagattttaagaaca

taa

SEQ ID NO: 6

mktlsspsnsstitgfillgfpcpregqillfvtffivyililmgnasiicavycdqslhtpmyfllanfsfleiwyvtstvpnmlanflsd
tkvisfsgeflqfyfffsfgstecfflavmafdrylaicrplhypsimtghlenilviscwvlgflwfpvpiiiisqmsfegsriidhfle
dpgpllalacsraplmevfwtiimsmllvipflfimgtyilviravfrlpsrdgqkkafstcgshltvvslfycsvmkmylsptsche
agmgklvtlfysvgtplinpviyslrkdmknalgkilrt

OIfr96 de ratén (SEQ ID NO: 7 ADN; SEQ ID NO: 8 PROTEINA)
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SEQ ID NO: 7

atgggaatcctttccacaggaaatcaaactgtcactgagtttgtacttcttggtttccatgaagtccctgggctgeacctectgtttttttctgt
gttcaccatcctctatgectccatcatcacagggaacatgcetcattgeagtggtggtggtgagctcccagaggcttcacacacccatgta
tttcttictggtgaatctgtecttcatagagattgtctatacctccacagtggtecccaaaatgetggaaggcttcttacaggaggecaccat
atctgtggctggctgettgctecagttctttgtttttggetctetggccacagatgagtgttttctgctggctgtgatggeatatgatcgatate
tcgcaatttgtcaccctctacgatacccacacctcatggggectcaatggtgectggggttggtoctcacagtetggcetgtetggetteat
ggtagatggactagttgttgctctgatggeccagttgagattetgtggccccaacttagttgatcacttttactgtgatttttcacctttgatgg
tectggettgetcagatacccaagtggeccaggtgactacatttgttetetetgtggtettectgactgtecectttgggctggttctgatete
ctatgctcagattgtagtgactgtgctgagagttectictgggaccagaagaaccaaggcecttctccacatgetectctcacctggetgtg
gtgtccacgttctatggaacactcatggtattgtacattgtgccctetgetgttcattetcagetectetccaaggteattgecctgctetaca
cagtggtcactcccatcttcaaccctgtcatctacaccttgaggaaccaggaggtgcageaggcactaagaaggcttctctactgcaaa

ccaactgaaatgtga

SEQ ID NO: 8

Mgilstgnqtvtefvllgthevpglhllffsvitilyasiitgnmliavvvvssqrlhtpmyfflvnlsfieivytstvvpkmlegflqgea
tisvagcllgffvfgslatdecfllavmaydrylaichplryphlmgpqweclglvitvwlsgfmvdglvvalmaqlrfcgpnlvdh
fycdfsplmvlacsdtqvaqvttfvlsvviltvpfglvlisyaqivvtvlrvpsgtrrtkafstcsshlavvstfygtimvlyivpsavhs
qllskviallytvvtpifnpviytlrnqevqqalrrilyckptem
OR11A1 humano (SEQ ID NO: 9 ADN; SEQ ID NO: 10 PROTEINA)
SEQ ID NO: 9

atggaaattgtctccacaggaaacgaaactattactgaatttgtcctecttggettctatgacatccctgaactgeatttcttgttttttattgtat
tcactgctgtctatgtcticatcatcatagggaatatgctgattattgtagcagtggttagetcccagaggetccacaaaccceatgtatatttt
cttggcgaatetgtecttcctggatattctctacacctccgeagtgatgecaaaaatgetggagggcttectgcaagaagceaactatctet
gtggctggttgcttgctccagttctttatcttcggetctetagecacagetgaatgettactgetggetgtcatggeatatgaccgetacetg
gcaatttgctacccactccactacccactectgatggggeccagacggtacatggggctggtggtcacaacctggetetetggatttgt
ggtagatggactggttgtggccctggtgaccecagetgaggtictgtggccccaaccacattgaccagttttactgtgactttatgettttcg
tgggcectggcettgetcggatcccagagtggctcaggtgacaactcteattetgtetgtgttetgectcactattecttttggactgattetga
catcttatgccagaattgtggtggcagtgctgagagttectgetggggcaageaggagaagggctttctccacatgetecteccaccta
getgtagtgaccacattctatggaacgcetcatgatcttttatgttgcaccectetgetgtecattcccagetectetccaaggtcttctcectge
tctacactgtggtcaccectetcttcaatectgtgatctataccatgaggaacaaggaggtecatcaggeacttcggaagattetctgtate

aaacaaactgaaacacttgattga

SEQ ID NO: 10

Meivstgnetitefvllgfydipelhflffivitavyviiiignmliivavvssqrlhkpmyiflanlsfldilytsavmpkmlegflqe
atisvagcllqffifgslatacclllavmaydrylaicyplhypllmgprrymglvvttwlsgfvvdglvvalvaqlrfcgpnhidqf
yedfmlfvglacsdprvaqvttlilsvicltipfgliltsyarivvavlrvpagasrrrafstesshlavvttfygtimifyvapsavhsqll
skvisllytvvtplfnpviytmrnkevhqalrkilcikqtetld

OIfr740 de raton (SEQ ID NO: 11 ADN; SEQ ID NO: 12 PROTEINA)

11
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SEQ ID NO: 11

atgaaaaccttcagcagccccatcaactccagcaccaccactggcttcattetettgggcttcecctgecccagggaggggcaaatect
cctetttgtgcetcttctecattgtetacctgettaccctcatgggceaacacttgeatcatcetttgeagtatgetgggatcagagactccacac
acccatgtacctactgetggecaacttctecttcctggagatctggtatgttacctccacagtecccaacatgttggccaatttcctetetga
caccaaggtcatctctttctctggatgcettectgeagttctatttcttetictecttgggttctacagaatgecttttcctggcagtcatggeattt
gatcgataccttgccatctgtaggcecactacattatcctgetctcatgactgggagectctgcaacatecttgtgatcagttgetgggtact
tggtttectetggttecetgtteccatcatcatcatctecccagatgtecttetgtgggtccagaattatagaccacttectgtgtgacccagge
cctetattggecctcacctgttccagagecccattaatggaggttttctggacaattataacatcetcttatcetgttegttectttectcttcate
atgggatcttatacattggtcctgagagcetgtgttcagagttccttcaagagatggacaaaaaaaggctttctccacttgeggatctcatct
cacagtagttttactcttttatggctcagtgatgataatgtatctaagecegacctctgageatgaagetggaatgcagaagettgteactc
tattttattctgtggttactccactcattaatcctgtgatatacagtctgaggaacaaggatatgaaacatgecctgcagaagattttaagaa
cataa

SEQ ID NO: 12

mktfsspinsstttgfillgfpcpregqillfvifsivylltimgntciifavewdqrihtpmylllanfsfleiwyvtstvpnmlanflsd
tkvisfsgeflqfyfffsigsteclflavmafdrylaicrplhypalmtgslenilviscwvlgflwfpvpiiiisqmsfegsriidhfled
pepllaltcsraplmeviwtiitslilfvpflfimgsytlviravfrvpsrdggkkafstcgshltvvllfygsvmimylsptscheag
mgklvtlfysvvtplinpviyslrmkdmkhalgkilrt
OR1A1 humano (SEQ ID NO: 13 ADN; SEQ ID NO: 14 PROTEINA)
SEQ ID NO: 13

atgagggaaaataaccagtcctctacactggaattcatcctcctgggagttactggtcagcaggaacaggaagatttcttctacatcctcet
tcttgttcatttaccccatcacattgattggaaacctgctcatcgtectagecatttgetctgatgttegecttcacaaccecatgtattttctee
ttgccaacctetecttggttgacatcttettctcatcggtaaccatccctaagatgetggecaaccatctettgggeagcaaatccatctettt
tgggggatgcctaacgcagatgtatttcatgatagecttgggtaacacagacagctatattttggctgcaatggcatatgatcgagetgtg
gecatcagecgeccacttcactacacaacaattatgagtccacggtcttgtatctggcttattgetgggtettgggtgattggaaatgeca
atgecectcecccacactctgetcacagetagtetgtecttetgtggeaaccaggaagtggccaacttctactgtgacattacceccttget
gaagttatcctgttctgacatccactttcatgtgaagatgatgtacctaggggttggcattttetctgtgecattactatgeatcattgtctect
atattcgagtcttctccacagtcttccaggttccttccaccaagggegtgetcaaggecttctecacctgtggttcccacctcacggttgte
tetttgtattatggtacagtcatgggcacgtatttccgecctttgaccaattatagectaaaagacgcagtgatcactgtaatgtacacgge
agtgaccccaatgttaaatcctttcatctacagtctgagaaatcgggacatgaaggctgecctgeggaaactcttcaacaagagaatcete
ctcgtga
SEQ ID NO: 14
mrenngsstlefillgvtgqqeqedffyilflfiypitlignllivlaicsdvrlhnpmyfllanlslvdiffssvtipkmlanhllgsksis
fggcltqmyfmialgntdsyilaamaydravaisrplhyttimsprsciwliagswvignanalphtlltaslsfcgnqevanfycdi
tpllklscsdihthvkmmylgvgifsvpllciivsyirvistviqvpstkgvlkafstcgshltvvslyygtvmgtyfrpltnyslkda
vitvmytavtpmInpfiyslrnrdmkaalrklfnkriss
Etiqueta Flag (SEQ ID NO: 15 ADN; SEQ ID NO: 16 PROTEINA)
SEQID NO: 15
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gattacaaggacgacgacgataag
SEQID NO: 16
dykddddk
Etiqueta Rho (SEQ ID NO: 17 ADN; SEQ ID NO: 18 PROTEINA)
SEQ ID NO: 17 atgaacgggaccgagggcccaaacttctacgtgcctttctccaacaagacgggegtggtg
SEQID NO: 18
mngtegpnfyvpfsnktgvv
Etiqueta Lucy (SEQ ID NO: 19 ADN; SEQ ID NO: 20 PROTEINA)
SEQID NO: 19

atgagaccccagatcctgctgctcctggecctgetgaccctaggectggcet

SEQID NO: 20
mrpqillllalltigla
Ejemplos

Los siguientes ejemplos son ilustrativos para la invencion.
Ejemplo 1

Estrategia de edicion del genoma para inducir la activacion constitutiva del gen de RTP1 enddgeno en células
HEK293T.

Se describe una estrategia para desarrollar una expresion funcional mejorada del receptor de olor en el sistema de
expresion heterdlogo. Aprovechando una nueva tecnologia de edicion del genoma llamada CRISPR/Cas9, un gen de
RTP1 enddgeno que esta silenciado (inactivo) en las células HEK293T normales, se activa de manera especifica y
constitutiva mediante la introduccion de un promotor constitutivo (CMV) corriente arriba de su secuencia de
codificacion. Figura 1) El gen de RTP1 se encuentra en el cromosoma 3 y se muestra la secuencia de ADN alrededor
de su sitio de inicio. La endonucleasa Cas9 esta dirigida por un ARN guia (JRNA) de 20 pares de bases (pb) homélogo
al objetivo. Tras la entrega a las células (GeneArt CRISPR Nuclease (enriquecido con CD4) Vector Kit, cat # A21175),
la molécula de ARN guia y la proteina Cas9 forman un complejo activo que induce la ruptura de ADN de doble cadena
deseada (DSB) corriente arriba de la secuencia de codificacion. Los cuadros indican el gen de RTP1 en el cromosoma
3 (cuadro lleno, secuencia de codificacion (CDS); cuadro abierto, regién no traducida (UTR) en el exdn). La supuesta
region promotora corriente arriba del gen de RTP1 esta inactiva en las células HEK293T. Se muestra la secuencia
objetivo de ARN guia (SEQ ID NO: 1) entre la posicion -150y -131 y un Motivo Adyacente Protospacer (PAM) desde
-153 hasta -151 desde el codon de inicio (ATG) respectivamente. Figura 1) El sitio DSB para la nucleasa Cas9, 3pb
lejos del motivo PAM, que se especifica por un triangulo, permite que se inserte un ADN donante (SEQ ID NO: 2).
Figura 2) Se muestra un esquema del procedimiento de insercion del promotor CMV. La configuracion superior
muestra el locus del gen de RTP1 antes de la modificacion y el esquema inferior muestra el locus RTP1 después de
que un ADN donante se dirige al sitio DSB mediante Reparacion por Homologia Directa (HDR). EI ADN del donante
esta compuesto por un brazo de homologia 5', un casete de seleccién de puromicina flanqueado por FRT (Objetivo de
Reconocimiento a Flipasa), el promotor CMV y un brazo de homologia 3'. La integracion del promotor CMV corriente
arriba del gen de RTP1 se obtiene luego por el mecanismo celular HDR inherente a las células eucariotas. Un plasmido
donante que contiene dos ADN se estira homdlogo a las secuencias a cada lado del punto de entrada deseado,
flanqueando el casete de seleccion de resistencia a la puromicina (Puro”) y el ADN del CMV se cotransfecta en células
HEK293T. El HDR resulta en la introduccién de Puro™y CMV corriente arriba de la secuencia de codificacion de RTP1.
El casete de seleccidon de puromicina se puede retirar posteriormente mediante el uso de la enzima Flipasa.

Ejemplo 2
Seleccion de una linea celular modificada que expresa endégenamente el gen de RTP1.

Varias etapas de control ayudan a caracterizar la modificacion de la linea celular y su integridad. Figura 3) Muestra un
esquema de los alelos tipo salvaje y los recombinados. Las lineas grises indican las posiciones relativas del amplicon
de los resultados experimentales de PCR y RT-PCR para el genotipado de ADN y para los controles de expresion de
ARN, respectivamente (no a escala). Figura 4) Se extrae el ADN gendmico de la linea celular resistente a la puromicina
y se realiza una PCR que discrimina entre el tipo salvaje no recombinado (WT) y las lineas celulares modificadas
(Mod.). La PCR 1 amplifica una banda de 2,0 kb solo en células HEK293T de tipo salvaje pero no en una linea celular
modificada. La linea modificada deberia producir una banda de 4,0 kb con la PCR 1 pero no probablemente debido a
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la longitud y la complejidad de la estructura genémica. Los resultados de genotipado para la linea celular modificada
no pudieron producir la banda de 2,0 kb que indica una integracion homocigética del promotor CMV. La integracion
adecuada del ADN del donante se prob6 adicionalmente con la PCR 2 y 3, como se indica. Figura 5) Después de la
extraccion del ARNm vy la sintesis de ADNc, se realiza un experimento de RT-PCR para demostrar que el ARNm de
RTP1 se expresa especificamente en la linea celular modificada pero no en las células HEK293T originales. Esto
confirma que el promotor de CMV que se integré en el locus gendmico objetivo conduce adecuadamente la expresion
del gen de RTP1. La especificidad de las bandas de RT-PCR se confirmé por secuenciacion directa de las bandas
amplificadas. La transcripcion reversa negativa (RT-) y las condiciones de PCR y GAPDH indican la ausencia de ADN
gendémico contaminante y la presencia de ADNc en todas las muestras, respectivamente.

Ejemplo 3
Caracterizacion de la expresion de la proteina RTP1.

La expresion de la proteina RTP1 en la linea celular modificada seleccionada se determind mediante analisis de
transferencia Western usando un anticuerpo especifico para RTP1. Una forma de proteina larga (RTP1L) y una corta
(RTP1S) se pueden originar a partir del gen de RTP1 enddgeno. La estrategia de modificacion del genoma que se
describe en la presente memoria implicé la introduccién del promotor CMV corriente arriba del codén de inicio de
RTP1L para evitar cualquier modificacion de la secuencia de codificacién enddégena; por lo tanto, se esperaba que
RTP1L se expresara. Sin embargo, los resultados indican que la linea celular modificada estaba fuertemente sesgada
hacia la expresion de RTP1S, lo que sugiere que el gen de RTP1 enddgeno expresa preferentemente la version corta
sin edicion del genoma adicional. Esta ultima es la version preferida, ya que se sabe que promueve mejor la expresion
del receptor de olor en la superficie celular. Figura 6) muestra las transferencias Western de la proteina RTP1. Las
puntas de flecha indican los tamafios de proteina esperados para RTP1S - 25 kDa, RTP1L - 28 kDa y la proteina de
control B-actina - 42 kDa. Se muestra la ausencia de la proteina RTP1 en una linea celular HEK293T de tipo salvaje
(WT) y la presencia de RTP1S en la linea celular modificada (Mod.). Sorprendentemente, se puede ver una banda
mucho mas fuerte para RTP1S en comparacion con RTP1L. La extraccién de proteina de membrana se preparé de
acuerdo con el kit de extraccion de proteina de membrana Mem-Per Plus (Pierce, cat # 89842). Se utiliz6 como
marcador de peso Chameleon Duo Pre-stained (LiCor, cat#92860000). El etiquetado se realizé con los siguientes
anticuerpos primarios: Anti-RTPlI de conejo (Invitrogen, cat#PA5-24028) y anti-B-actina de raton (Pierce,
cat#PIMA515739). La deteccion se realizd con los siguientes anticuerpos secundarios: anti-conejo de cabra (LiCor
cat#925-32211) y anti-raton de cabra (LiCor cat#925-68070). Las imagenes se realizaron en un Odyssey CLx (LiCor).

Ejemplo 4
Caracterizacion funcional de varios receptores de olor en la linea celular modificada.

Se realizaron experimentos de dosis-respuesta funcional para evaluar el nivel de mejora funcional de la actividad de
los receptores de olor en la linea celular modificada. Los receptores de olor se modificaron en su N-terminal con
secuencias o etiquetas cortas de polipéptidos [por ejemplo, Flag (SEQ ID NO: 15), Rho (SEQ ID NO: 17; 20 primeros
aminoacidos del receptor de rodopsina bovina) o Lucy (SEQ ID NO: 19)], expresado transitoriamente en células WT o
HEK293T modificadas, y se estimulé con compuestos olorosos para determinar la actividad de los receptores. Figuras
7 y 8) Usando un ensayo de unién a olores basado en células, se probé la actividad de Olfr741 (SEQ ID NO: 4) y
OIfr742 (SEQ ID NO: 6) para indol en el disefio de la linea celular RTP1 y se compar6 con HEK293T que carece de la
expresion de la proteina RTP1. Los receptores de olor se transfectaron en ambas lineas celulares y se expusieron a
concentraciones crecientes de indol. La actividad inducida por olor se detecté midiendo el nivel de aumento de AMPc
en el citosol usando un kit basado en HTRF (CisBio, kit cAMP dynamic 2, cat#62AM4PEJ). Figura 9 y 10) Usando el
mismo ensayo de unidn a olores basado en células, se probé la actividad de OIfr96 (SEQ ID NO: 8) y OR11A1 (SEQ
ID NO: 10) para vulcandlido en el disefio de la linea celular de expresién de RTP1 y se compar6 con HEK293T que
carece de la expresion de la proteina RTP1. La actividad de Olfr740 (SEQ ID NO: 12) para indol también se probé en
ambos fondos celulares. Se registra un aumento de la actividad del receptor dependiente de la dosis para todos los
OR en la linea celular RTP1 modificada y no en la linea celular de control no modificada que carece de expresion de
RTP1. Ademas, la actividad de OR1A1 (SEQ ID NO: 14) para carvona- (-) se prob6 en ambos fondos celulares. Aunque
OR1A1 se puede expresar en HEK293T regular, se registra un aumento mas potente de la actividad del receptor
dependiente de la dosis en la linea celular RTP1 modificada y se compara con la linea celular de control no modificada
que carece de expresion de RTP1.

Listado de secuencias
<110> Firmenich SA
<120> Lineas celulares para el cribado de receptores de aroma y olor
<130> 81455-95501

<150> 62/173,762
<151>2015-06-10
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<151> 2015-09-21

<160> 20

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211> 21
<212> ADN

<213> artificial

<220>
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<223> Secuencia objetivo del ARN guia

<400> 1

ctgcaatctc agttcagggc ¢

<210> 2
<211> 3628
<212> ADN

<213> artificial

<220>

21

<223> ADN donante para reparacion por homologia directa

<400> 2

ggggttttat
gaataaaccc
atgtatagta
gcttggaaat
aggtggetgt
cacagtcagc
gctcggatat
tgtatacagg
gcaatagtaa
tcacaagatg
atttacatct

cagccagatg

ggaagagtct
atatgatttt
aaggctgttt
aatcttgtct
tcttgecacaa
tacaagcact
gtttgaaatg
ctcecgecatt
tcataactta
gctggggaag
ccccatcect

ctgatgatge

tacttctctt
ttaaaaggaa
tgcetgtggg
gctectgect
ggccattgeca
gacatagagc
aatgaattaa
tataggctag
agagacctcc
ccgagagaga
catttctcct

ctccagggga

ttctttecate
aaataattta
tggtgctcct
ggctgatgeca
gcatggatcce
ttggcacatg
tgaaccggtc
gtgagtccta
aattgtgttt
gtttattatt
tggctgecta

cggcaaggtg

15

tatattttgt
ttaaaaatag
cttctgeget
atgctcctac
tattgcacag
tctgcaaacc
tggggtcaac
ggctcctgat
tgaaaatggc
attgctccat
aggcatcatg

aaactgagcce

attttttcta
cagcagaggc
tctataatca
ctttgtgeac
ttattcagta
ctacccacat
agcttgaatt
ctgtactgca
aaagtgctgg
ctactaacaa
gttaccgtag

agttcccagt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



cctcacctee
caggtccccce
gattgaagtt
aagtccccag
accatagtcc
tctcegececcece
tctgagectat
cttgcatgee
cctgaccect
ccacccgega
ccgeccacgeg
aactcttcct
ccgeggtgge
tcggeecegeg
gcctectgge
cgceccgacca
ccgagcgege
acgagcggct
ggtgcatgac
aaaggagcgce
gcacccgcecce
gaggttttac
aatgcaattg
agcatcacaa
cctattctct
tattgactag
agttccgegt
gcccattgac
gacgtcaatg
atatgccaag
cccagtacat

ctattaccat

ccatactctt
actctgtctt
cctattecega
gctececccage
cgccectaac
atggctgact
tccagaagta
tgcaggtcgg
cacaaggaga
cgacgtcccce
ccacaccgte
cacgcgegte
ggtctggacc
catggccgag
gccgcaccgg
ccagggcaag
cggggtgccce
cggcttcacc
ccgcaagece
acgaccccat
ccgaggccca
ttgctttaaa
ttgttgttaa
atttcacaaa
agaaagtata
ttattaatag
tacataactt
gtcaataatg
ggtggagtat
tacgecceect
gaccttatgg

ggtgatgcgg

tccaggecag
ggatcattta
agttcctatt
aggcagaagt
tccgeccate
aatttttttt
gtgaggaggc
ccgecacgac
cgaccttcca
cgggccgtac
gacccggacc
gggctcgaca
acgccggaga
ttgagcggtt
cccaaggagce
ggtctgggea
gccttectgg
gtcaccgeccg
ggtgcctgac
ggctecegace
ccgactctag
aaacctccca
cttgtttatt
taaagcattt
ggaacttcaa
taatcaatta
acggtaaatg
acgtatgttce
ttacggtaaa
attgacgtca
gactttccta

ttttggcagt
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ggtgagatgg
gacccgcggce
ctctagaaag
atgcaaagca
ccgcccectaa
atttatgcag
ttttttggag
cggtgecgec
tgaccgagta
gcaccctege
gccacatcga
tcggcaaggt
gcgtcgaage
cceggetgge
ccgegtggtt
gcgecegtegt
agacctccge
acgtcgaggt
gcccgeccca
gaagccaccc
aggatcataa
cacctcceccee
gcagcttata
ttttcactge
tcactagtga
cggggtcatt
gcecgectgg
ccatagtaac
ctgcccactt
atgacggtaa
cttggcagta

acatcaatgg

tctgaagetce
cgcggcgege
tataggaact
tgcatctcaa
ctcegeccag
aggccgaggc
gcctaggett
accatccecct
caagcccacg
cgccgegtte
gcgggtcace
gtgggtcgeg
gggggcggtyg
cgcgcagcaa
cctggecace
gcteccecegga
gccccgcaac
gcccgaagga
cgacccegeag
ggggcggcec
tcagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
gaagtteccta
attcacgcgt
agttcatagce
ctgaccgece
gccaataggg
ggcagtacat
atggcccgee
catctacgta

gcgtggatag

16

agtctctggt
ctcggaattc
tcggtgtgga
ttagtcagca
ttcegeccat
cgcetecggece
ttgcaaaaag
gacccacgcec
gtgcgectceg
gccgactacce
gagctgcaag
gacgacggceg
ttcgecgaga
cagatggaag
gtcggegtet
gtggaggcgg
ctccecttet
ccgcgcacct
cgcccgaccy
cgccgaccece
cacatttgta
acataaaatg
ataaagcaat
ttccgaagtt
tgacattgat
ccatatatgg
aacgacccce
actttccatt
caagtgtatc
tggcattatg
ttagtcatcg

cggtttgact

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



cacggggatt
atcaacggga
ggcgtgtacg
cttcagagac
aacaggttcce
tgaggatttt
tgttctcact
tgaccacaga
acagctggga
agcagtacct
aggccgecte
cccaagtgtt
gtccctaact
gttactctte
gtatgagtcc
agtttaaaac
gtcetgggac
<210>3
<211>928

<212> ADN
<213> raton

<400> 3

atgaaaaccc
ttcgectace
ctcattctta
acccccatgt
acagtcccca
tgcttectge
gtcatggcat
actgggcgece
cctgtacceca
ttectgtgtg

gttttectggt

tccaagtctce
ctttccaaaa
gtgggaggtc
tcecectectee
actgcggaca
tagaccgtgg
aaggtggaaa
tgagtggaag
cctcatcata
ggaattgcat
taggtcccta
tagcttcaat
gggaactacg
ctctetgagt
tacacactga
cagagaagaa

cggtttaaat

tcagcagccce
ccagggaggyg
tgggcaacgce
accttctget
acatgttggce
agttctattt
ttgatcgata
tccgaaacac
tcatcatcat
acccaggccc

ccattataat
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caccccattg
tgtcgtaaca
tatataagca
ccaagctctg
aaggagggag
agactgcgcet
ttgccttece
aaagtcttct
gaccccaacc
gcttcaggca
gctctgggge
ctcactatta
acacttgagt
cacaattttt
cattttacat

gggtttgagg

ctatttaa

cagcaactcc
gcaaattctc
ttccatcatc
ggccaacttc
caacttcctt
cttettctee
ccttgecatce
ccttgtgacce
ctcccagatg
tettttggee

gtctatgetce

acgtcaatgg
actccgececcee
gagctegttt
tettetggea
ctgggtcctg
gccetgeect
tcactactga
atgagaagat
tcaagcacaa
ggtgagtage
accttccaag
ggctggegta
tggatttcag
ccgtectggaa
attttctatt

cccactgggg

agcaccatca
ctctttgtga
tgtgctgtgt
tccttcatgg
tcagacacca
tttggttcta
tgtaggccac
agttgectggg
tccttetgtg
cttgecetgtt

ctggttattc

17

gagtttgttt
attgacgcaa
agtgaaccgt
acctgcctgg
cttecetectg
gcacctaccce
cgagaccatg
ggaggaggca
tgtgctgage
ccaggaaagt
gagaggaaga
gactggaagt
ctcttctact
aataaagaca
ttaacagtct

gtcgagacgt

ctggcttcat
tcttcttecat
actgtgatca
agattggata
aggtcatctc
cagaatgctt
tacattatcc
tgecttggttt
ggtccagaat
ccagagtcce

ctttectett

tggcaccaaa
atgggeggta
gtttaaacct
ttgecegtgga
gtcttgtega
tcactctecg
tgtaaaagcg
aagccggcetg
cctggttgga
ggatccctge
ttacgtagaa
cagagaaaga
gatcacctgt
tagaatatac
cttaaaaagt

ccgtgetetg

cctettggge
tgtttacata
gagactccac
tgtcacctcce
tttctctgga
tttecctggea
ttctctcatg
cctetggtte
tatagaccac
attgatagag

catcatggga

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3628

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



acttacatat
gctttcteca
ataatgtatc
ttttattctg
atgaaaaatg
<210>4
<211> 311

<212> PRT
<213> raton

<400> 4

tggtcctaag
cttgcgggtce
tgagcccaac
tgggtacacc

ccctacagaa

Met

Ile

Val

Ile

Leu

65

Thr

Ser

Ser

Ala

Arg

145

Pro

Lys

Leu

Ile

Ile

50

Leu

Vval

Phe

Thr

Ile

130

Asn

val

Thr

Leu

Phe

35

Cys

Leu

Pro

Ser

Glu

115

Cys

Thr

Pro

Leu

Gly

20

Phe

Ala

Ala

Asn

Gly

100

Cys

Arg

Leu

Ile

gattttga

Ser

Phe

Ile

Val

Asn

Met

85

Cys

Phe

Pro

vVal

Ile
165

ES 2 802 524 T3

Ser

Ala

Val

Tyr

Phe

70

Leu

Phe

Phe

Leu

Thr

150

Ile

Pro

Tyr

Tyr

Cys

55

Ser

Ala

Leu

Leu

His

135

Ser

Ile

agctgtgttt agacttccectt
tcatctcaca gtagtttcac
atctgagcat gaggccggaa

actgcttaat cctatgatat

Ser

Pro

Ile

40

Asp

Phe

Asn

Gln

Ala

120

Tyr

Cys

Ser

18

caagagaagg acaaaaaaag

tcttttattg ctcagtgatg

tgcagaagct tgtaactcta

acagtctgag gaacaaagat

Asn

Arg

25

Leu

Gln

Met

Phe

Phe

105

Val

Pro

Trp

Gln

Ser

10

Glu

Ile

Arg

Glu

Leu

Tyr

Met

Ser

val

Met
170

Ser

Gly

Leu

Leu

Ile

75

Ser

Phe

Ala

Leu

Leu

155

Ser

Thr

Gln

Met

His

60

Gly

Asp

Phe

Phe

Met

140

Gly

Phe

Ile

Ile

Gly

45

Thr

Tyr

Thr

Phe

Asp

125

Thr

Phe

Cys

Thr

Leu

30

Asn

Pro

Val

Lys

Ser

110

Arg

Gly

Leu

Gly

Gly

15

Leu

Ala

Met

Thr

Vval

95

Phe

Tyr

Arg

Trp

Ser
175

720
780
840
900

928

Phe

Phe

Ser

Tyr

Ser

Ile

Gly

Leu

Leu

Phe

160

Arg



<210>5
<211> 936
<212> ADN
<213> raton

<400> 5

atgaaaaccc
ttcecectgee
ctcattctta
acccccatgt
acagtcccca
tgcttectge
gtcatggcat
actgggcacc
cctgtacceca
ttectgtgtg

gttttctgga

Ile Ile

Cys Ser

Met Leu

210

Vval
225

Leu
Ala Phe
Cys Ser
Gly

Met

Leu Asn

Asp

Arg

195

Leu

Arg

Ser

Val

Gln

275

Pro

His

180

Vval

val

Ala

Thr

Met

260

Lys

Met

Phe

Pro

Ile

Val

Cys

245

Ile

Leu

Ile

ES 2 802 524 T3

Leu Cys

Ile

Leu

Phe
215

Pro

Phe
230

Arg
Gly Ser
Met Tyr
Val

Thr

Tyr Ser

Asp

Glu

200

Leu

Leu

His

Leu

Leu

280

Leu

Pro

185

Val

Phe

Pro

Leu

Ser

265

Phe

Arg

Gly

Phe

Ile

Ser

Thr

250

Pro

Tyr

Asn

Pro

Trp

Met

Arg

235

val

Thr

Ser

Lys

Leu

Ser

Gly

220

Glu

val

Ser

Val

Asp

Leu

Ile

205

Thr

Gly

Ser

Glu

Gly

285

Met

Ala

190

Ile

Tyr

Gln

Leu

His

270

Thr

Lys

290

Leu Gln

305

tcagcagccce
ccagggaggyg
tgggcaatge
acttcctget
acatgttgge
agttctattt
ttgatcgata
tctgcaacat
tcatcatcat
acccaggccc

caattataat

Lys

Ile Leu

Arg

295

Thr

310

cagcaactcc
gcaaatcctc
ttccatcatc
ggccaacttc
caacttcctt
cttettctee
ccttgecatce
ccttgtgatc
ctcccagatg
tettttggee

gtctatgetce

agcaccatca
ctctttgtga
tgtgctgtgt
tccttectgg
tcagacacca
tttggttcta
tgtaggccac
agttgectggg
tccttetgtg
cttgecetgtt

ctggttattc

19

ctggcttcat
ccttettecat
actgtgatca
agatctggta
aggtcatctc
cagaatgctt
tacattatcc
tgecttggttt
ggtccagaat
ccagagcccc

ctttectett

300

cctettggge
tgtttacata
gagcctccac
tgtcacctcce
tttctctgga
tttecctggea
ttctctcatg
cctetggtte
tatagaccac
attgatggag

catcatggga

Leu

Met

Ile

Lys

Phe

255

Glu

Pro

Asn

Ala

Ser

Leu

Lys
240

Tyr

Ala

Leu

Ala

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



acttacatat
gccttcteca
aaaatgtatt
ttttattctg
atgaaaaatg
<210>6
<211> 311

<212> PRT
<213> raton

<400> 6

tggtcctaag
cttgcgggte
tgagcccaac
tgggtactcc

ccectgecagaa

Met Lys

Ile Leu

Val Thr

Ile Ile

50

Phe
65

Leu

Thr

Vval

Phe

Ser

Ser Thr

Thr

Leu

Phe

35

Cys

Leu

Pro

Ser

Glu

ES 2 802 524 T3

agctgtgttt
tcatctcaca
atctgagcat
actacttaat

gattttaaga

Leu Ser

Gly Phe

20

Phe Ile

Val

Ala

Ala Asn

Ser

Pro

Val

Tyr

Phe

agacttcctt
gtagtttcac
gaagctggaa
cctgtgatat

acataa

Pro Ser

Pro

Cys

Ile
40

Tyr

Cys
55

Asp

Ser Phe

70

Met
85

Asn

Gly
100

Cys

Cys Phe

115

Ala Tle

130

Cys Asn

145

Pro Val

Cys

Ile

Pro

Arg Pro

Leu Val

Leu

Phe

Phe

Leu

Ile

Ala Asn

Gln

Leu

Ala
120

Leu

His
135

Tyr

Ser Cys

150

Ile
165

Ile

Ile

Ile Ser

20

caagagatgg acaaaaaaag
tcttttattg ctcagtgatg
tgcagaagct tgtaactcta

acagtctgag gaacaaagat

Ser Ser Thr Ile Thr

10

Asn

Glu Gln Ile Leu

30

Arg Gly

25

Leu Ile Leu Met Gly Asn

45

Gln His Thr Pro

60

Ser Leu

Glu Ile

75

Leu Trp Tyr Val

Phe Leu Ser Asp Thr Lys

Phe
105

Phe Phe Phe Ser

110

Tyr

Val Met Ala Phe Asp

125

Arg

Met Thr

140

Pro Ser Leu Gly

Val Leu Phe Leu

155

Trp Gly

Gln Met Phe

170

Ser Cys Gly

Gly

15

Leu

Ala

Met

Thr

Vval

95

Phe

Tyr

His

Trp

Ser
175

720
780
840
900

936

Phe

Phe

Ser

Tyr

Ser

Ile

Gly

Leu

Leu

Phe

160

Arg



<210>7
<211>942
<212> ADN
<213> raton

<400>7

atgggaatcc
gaagtccctg
atcacaggga
atgtatttct
cccaaaatgce
cagttctttg
tatgatcgat
tggtgeetgg
gttgctctga
gatttttcac

tttgttectct

Ile Ile

Cys Ser

Met Leu

210

Vval
225

Leu
Ala Phe
Cys Ser
Gly

Met

Leu Asn

ES 2 802 524 T3

His Phe

180

Asp

Arg Ala Pro

195

Leu Val Ile

Arg Ala Val

Leu

Leu

Pro

Phe

Cys Asp

Met Glu

200

Phe
215

Leu

Arg Leu

230

Ser Thr Cys

245

Val Met

260

Lys

Gln
275

Lys Leu

Pro Val Ile

Gly

Met

Val

Tyr

290

Leu Gln

305

tttccacagg
ggctgcacct
acatgctcat
ttctggtgaa
tggaaggctt
tttttggecte
atctcgcaat
ggttggtget
tggcccagtt
ctttgatggt

ctgtggtcett

Lys

Ile Leu

Arg

Ser His

Tyr Leu

Thr Leu

280

Ser Leu

295

Thr

310

aaatcaaact
cctgtttttt
tgcagtggtg
tctgtectte
cttacaggag
tctggeccaca
ttgtcaccct
cacagtctgg
gagattctgt
cctggettge

cctgactgte

gtcactgagt
tctgtgttca
gtggtgagct
atagagattg
gccaccatat
gatgagtgtt
ctacgatacc
ctgtctgget
ggccccaact
tcagatacce

ccectttggge

21

Pro

185

Val

Phe

Pro

Leu

Ser

265

Phe

Arg

Gly

Phe

Ile

Ser

Thr

250

Pro

Tyr

Asn

Pro

Trp

Met

Arg

235

val

Thr

Ser

Lys

Leu

Thr

Gly

220

Asp

val

Ser

Val

Asp

Leu

Ile

205

Thr

Gly

Ser

Glu

Gly

285

Met

Ala

190

Ile

Tyr

Gln

Leu

His

270

Thr

Lys

ttgtacttct
ccatcctcta
cccagaggct
tctatacctce
ctgtggetgg
ttctgetgge
cacacctcat
tcatggtaga
tagttgatca
aagtggccca

tggttctgat

300

tggtttccat
tgcctecatce
tcacacaccc
cacagtggtg
ctgettgete
tgtgatggca
ggggcctcaa
tggactagtt
cttttactgt
ggtgactaca

ctcectatget

Leu

Met

Ile

Lys

Phe

255

Glu

Pro

Asn

Ala

Ser

Leu

Lys
240

Tyr

Ala

Leu

Ala

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



cagattgtag
acatgctcct
attgtgcect
gtggtcactc
gcactaagaa
<210>8
<211> 313

<212> PRT
<213> raton

<400> 8

tgactgtgcet
ctcacctgge
ctgctgttca
ccatcttcaa

ggcttctcta

Met Gly

Leu Gly

Phe Thr

35

Val Vval

50

Leu Val

65

Pro Lys

Gly

Cys

Cys Phe

Ile

Phe

Ile

Val

Asn

Met

Leu

Leu

ES 2 802 524 T3

gagagttcct
tgtggtgtce
ttctcagete
ccctgtcatce

ctgcaaacca

Leu Ser

His Glu

20

Leu Tyr

Val

Ser

Leu Ser

Thr

val

Ala

Ser

Phe

tctgggacca
acgttctatg
ctctccaagg
tacaccttga

actgaaatgt

Gly Asn

Pro

Gly

Ile
40

Ser

Gln
55

Arg

Ile Glu

70

Glu
85

Leu

Leu Gln

100

Leu Ala

115

Pro
130

His

Leu Val

145

Val Ala

Leu

Leu

Leu

Arg Tyr

Thr Vval

Gly

Phe

val

Pro

Trp

Phe Leu

Phe Val

Met Ala

120

His Leu

135

Leu Ser

150

Ala
165

Met

Gln

Leu Arg

22

gaagaaccaa ggccttctcce

gaacactcat ggtattgtac

tcattgeceet getctacaca

ggaaccagga ggtgcagcag

ga

Gln

Leu

25

Ile

Leu

Ile

Gln

Phe

105

Tyr

Met

Gly

Phe

Thr

10

His

Thr

His

Val

Glu

Gly

Asp

Gly

Phe

Cys
170

Val

Leu

Gly

Thr

Tyr

75

Ala

Ser

Pro

Met
155

Gly

Thr

Leu

Asn

Pro

60

Thr

Thr

Leu

Tyr

Gln

140

val

Pro

Glu

Phe

Met

45

Met

Ser

Ile

Ala

Leu

125

Trp

Asp

Asn

Phe

Phe

30

Leu

Tyr

Thr

Ser

Thr

110

Ala

Cys

Gly

Leu

val

15

Ser

Ile

Phe

Val

val

95

Asp

Ile

Leu

Leu

Val
175

720
780
840
900

942

Leu

val

Ala

Phe

Val

Ala

Glu

Cys

Gly

vVal

160

Asp



<210>9
<211>948
<212> ADN

His Phe Tyr

Thr Gln Val

195

Thr Vval

210

Pro

Thr
225

Val Leu

Thr Cys Ser

Met Val Leu

Val Ile

275

Lys

Vval Ile

290

Tyr

Leu Leu

305

Tyr

<213> ser humano

<400> 9

atggaaattg
gacatccctg
atcataggga
atgtatattt
ccaaaaatgc
cagttcttta
tatgaccgcet
cggtacatgg
gtggccctgg
gactttatge

ctcattctgt

tctccacagg
aactgcattt
atatgctgat
tcttggcgaa
tggagggcett
tctteggete
acctggcaat
ggctggtggt
tggcccaget
ttttegtggg

ctgtgttctg

Cys

180

Ala

Phe

Arg

Ser

Tyr

260

Ala

Thr

Cys

Asp

Gln

Gly

val

His

245

Ile

Leu

Leu

Lys

ES 2 802 524 T3

Phe

val

Leu

Pro

230

Leu

Val

Leu

Arg

Pro

Ser

Thr

Val

215

Ser

Ala

Pro

Tyr

Asn

295

Thr

Pro

Thr

200

Leu

Gly

val

Ser

Thr

280

Gln

Glu

Leu

185

Phe

Ile

Thr

Val

Ala

265

Val

Glu

Met

Met

Val

Ser

Arg

Ser

250

Val

Val

val

Val

Leu

Tyr

Arg

235

Thr

His

Thr

Gln

Leu

Ser

Ala

220

Thr

Phe

Ser

Pro

Gln
300

Ala

val

205

Gln

Lys

Tyr

Gln

Ile

285

Ala

Cys

190

Val

Ile

Ala

Gly

Leu

270

Phe

Leu

310

aaacgaaact
cttgtttttt
tattgtagca
tctgtectte
cctgcaagaa
tctagccaca
ttgctaccca
cacaacctgg
gaggttctgt
cctggettge

cctcactatt

attactgaat
attgtattca
gtggttagcet
ctggatattc
gcaactatct
gctgaatget
ctccactacc
ctctctggat
ggccccaace
tcggatccca

ccttttggac

23

ttgtcctecet
ctgctgtcta
cccagaggct
tctacacctc
ctgtggetgg
tactgctgge
cactcctgat
ttgtggtaga
acattgacca

gagtggctca

tgattctgac

tggcttctat
tgtcttcatce
ccacaaaccc
cgcagtgatg
ttgecttgetce
tgtcatggca
ggggcccaga
tggactggtt
gttttactgt
ggtgacaact

atcttatgcce

Ser

Phe

val

Phe

Thr

255

Leu

Asn

Arg

Asp

Leu

Val

Ser
240

Leu

Ser

Pro

Arg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



agaattgtgg
acatgctcct
gttgcaccct
gtggtcaccc
gcacttcgga
<210>10

<211> 315
<212> PRT

tggcagtgect gagagttcct
cccacctage tgtagtgacce
ctgctgtcca ttceccagetce
ctctecttcaa tecctgtgatc

agattctctg tatcaaacaa

<213> ser humano

<400> 10

Met Glu Ile

Leu Gly Phe

Phe Thr Ala
35

Val Ala Val
50

Leu Ala Asn
65

Pro Lys Met

Gly Cys Leu

Cys Leu Leu
115

Tyr Pro Leu
130

Leu Val Vval
145

Val Ala Leu

vVal

Tyr

20

Val

Val

Leu

Leu

Leu

100

Leu

His

Thr

Val

Ser

Asp

Tyr

Ser

Ser

Glu

85

Gln

Ala

Tyr

Thr

Ala
165

ES 2 802 524 T3

Thr

Ile

Val

Ser

Phe

70

Gly

Phe

val

Pro

Trp

150

Gln

Gly

Pro

Phe

Gln

55

Leu

Phe

Phe

Met

Leu

135

Leu

Leu

gctggggeaa
acattctatg
ctctccaagg
tataccatga

actgaaacac

Asn

Glu

Ile

40

Arg

Asp

Leu

Ile

Ala

120

Leu

Ser

Arg

24

gcaggagaag ggctttctcc

gaacgctcat gatcttttat

tcttcteecet getctacact

ggaacaagga ggtgcatcag

ttgattga

Glu

Leu

25

Ile

Leu

Ile

Gln

Phe

105

Tyr

Met

Gly

Phe

Thr

10

His

Ile

His

Leu

Glu

Gly

Asp

Gly

Phe

Cys
170

Ile

Phe

Gly

Lys

Tyr

75

Ala

Ser

Pro

val
155

Gly

Thr

Leu

Asn

Pro

60

Thr

Thr

Leu

Tyr

Arg

140

val

Pro

Glu

Phe

Met

45

Met

Ser

Ile

Ala

Leu

125

Arg

Asp

Asn

Phe

Phe

30

Leu

Tyr

Ala

Ser

Thr

110

Ala

Tyr

Gly

His

val

15

Ile

Ile

Ile

Val

val

95

Ala

Ile

Met

Leu

Ile
175

720
780
840
900

948

Leu

val

Ile

Phe

Met

Ala

Glu

Cys

Gly

vVal

160

Asp



<210> 11
<211> 936
<212> ADN
<213> raton

<400> 11

atgaaaacct
ttcecectgee
cttaccctca
acacccatgt
acagtcccca
tgcttectge
gtcatggcat
actgggagcc
cctgttcececa
ttectgtgtg

gttttctgga

Gln Phe

Pro Arg

Thr Ile

210

Ala
225

Val

Thr Cys

Met Ile

Lys Val

Val Ile

290

Ile Leu

Tyr

val

195

Pro

Leu

Ser

Phe

Phe

275

Tyr

Cys

Cys

180

Ala

Phe

Arg

Ser

Tyr

260

Ser

Thr

Ile

Asp

Gln

Gly

Val

His

245

Val

Leu

Met

Lys

ES 2 802 524 T3

Phe Met

Thr

Val

Ile
215

Leu

Pro Ala

230

Leu Ala

Ala Pro
Leu

Tyr

Asn
295

Arg

Gln Thr

Leu

Thr

200

Leu

Gly

Val

Ser

Thr
280

Lys

Glu

Phe

185

Leu

Thr

Ala

Val

Ala

265

val

Glu

Thr

Val

Ile

Ser

Ser

Thr

250

Val

Val

Val

Leu

Gly

Leu

Tyr

Arg

235

Thr

His

Thr

His

Asp

Leu

Ser

Ala

220

Arg

Phe

Ser

Pro

Gln
300

Ala

Vval

205

Arg

Arg

Tyr

Gln

Leu

285

Ala

Cys

190

Phe

Ile

Ala

Gly

Leu

270

Phe

Leu

305

tcagcagccce
ccagggaggyg
tgggcaacac
acctactgct
acatgttgge
agttctattt
ttgatcgata
tctgcaacat
tcatcatcat
acccaggccc

caattataac

310

catcaactcc
gcaaatcctc
ttgcatcatc
ggccaacttc
caatttcctc
cttettctee
ccttgecatce
ccttgtgatc
ctcccagatg
tctattggee

atctecttate

agcaccacca
ctctttgtge
tttgcagtat
tccttectgg
tctgacacca
ttgggttcta
tgtaggccac
agttgectggg
tccttetgtg
ctcacctgtt

ctgttecgtte

25

315

ctggcttcat
tcttctcecat
gctgggatca
agatctggta
aggtcatctc
cagaatgcct
tacattatcc
tgecttggttt
ggtccagaat
ccagagcccc

ctttectett

tctettggge
tgtctacctg
gagactccac
tgttacctcce
tttctctgga
tttecctggea
tgctctcatg
cctetggtte
tatagaccac
attaatggag

catcatggga

Ser

Cys

vVal

Phe

Thr

255

Leu

Asn

Arg

Asp

Leu

Val

Ser
240

Leu

Ser

Pro

Lys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



tcttatacat
gctttcteca
ataatgtatc
ttttattctg
atgaaacatg
<210>12

<211> 311

<212> PRT
<213> raton

<400> 12

tggtcctgag
cttgcggatce
taagcccgac
tggttactcc

ccectgecagaa

Met Lys

Ile Leu

Val Leu

Ile Ile

50

Leu Leu

65

Thr Vval

Phe

Ser

Ser Thr

Thr

Leu

Phe

35

Phe

Leu

Pro

Ser

Glu

ES 2 802 524 T3

agctgtgttce
tcatctcaca
ctctgagcat
actcattaat

gattttaaga

Phe Ser

Gly Phe

20

Ser Ile

Ala

Val

Ala Asn

Ser

Pro

Val

Cys

Phe

agagttcctt
gtagttttac
gaagctggaa
cctgtgatat

acataa

Pro Ile

Pro

Cys

Leu
40

Tyr
Trp

Asp

Ser Phe

70

Met
85

Asn

Gly
100

Cys

Cys Leu

115

Ala Tle

130

Cys Asn

145

Pro Val

Cys

Ile

Pro

Arg Pro

Leu Val

Leu

Phe

Phe

Leu

Ile

Ala Asn

Gln

Leu

Ala
120

Leu

His
135

Tyr

Ser Cys

150

Ile Ile

165

Ile

Ile Ser

26

caagagatgg acaaaaaaag
tcttttatgg ctcagtgatg
tgcagaagct tgtgactcta

acagtctgag gaacaaggat

Ser Ser Thr Thr Thr

10

Asn

Glu Gln Ile Leu

30

Arg Gly

25

Leu Thr Leu Met Gly Asn

45

Gln His Thr Pro

60

Arg Leu

Glu Ile

75

Leu Trp Tyr Val

Phe Leu Ser Asp Thr Lys

Phe
105

Phe Phe Phe Ser

110

Tyr

Val Met Ala Phe Asp

125

Arg

Ala Met Thr

140

Pro Leu Gly

Val Leu Phe Leu

155

Trp Gly

Gln Met Phe

170

Ser Cys Gly

Gly

15

Leu

Thr

Met

Thr

Vval

95

Leu

Tyr

Ser

Trp

Ser
175

720
780
840
900

936

Phe

Phe

Cys

Tyr

Ser

Ile

Gly

Leu

Leu

Phe

160

Arg



<210> 13
<211> 930
<212> ADN

Ile Ile

Ser

Cys

Ile
210

Leu

Vval
225

Leu

Ala Phe

Gly Ser

Gly Met

Ile Asn

290

Leu Gln
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His Phe

180

Asp

Arg Ala Pro

195

Leu Phe Val

Arg Ala Val

Leu

Leu

Pro

Phe

Cys Asp

Met Glu

200

Phe
215

Leu

Arg Val

230

Ser Thr Cys

245

Val Met

260

Ile

Gln
275

Lys Leu

Pro Val Ile

Lys Ile Leu

Gly

Met

Val

Tyr

Arg

305

<213> ser humano

<400> 13

atgagggaaa
caggaacagg
ggaaacctgce
tttctecettg
atgctggecca
atgtatttca
gatcgagctg
tgtatctgge
ctgctcacag

attacccceccet

ctaggggttg

ataaccagtc
aagatttctt
tcatcgtcect
ccaacctcte
accatctctt
tgatagccett
tggccatcag
ttattgctgg
ctagtctgtce
tgctgaagtt

gcattttcte

Ser His

Tyr Leu

Thr Leu

280

Ser Leu

295

Thr

310

ctctacactg
ctacatcctc
agccatttge
cttggttgac
gggcagcaaa
gggtaacaca
ccgeccactt
gtcttgggtg
cttctgtgge
atcctgttet

tgtgccatta

gaattcatcce
ttcttgttca
tctgatgttce
atcttcttcet
tccatctcett
gacagctata
cactacacaa
attggaaatg
aaccaggaag
gacatccact

ctatgcatca

27

Pro

185

Val

Phe

Pro

Leu

Ser

265

Phe

Arg

Gly

Phe

Ile

Ser

Thr

250

Pro

Tyr

Asn

Pro

Trp

Met

Arg

235

val

Thr

Ser

Lys

Leu

Thr

Gly

220

Asp

val

Ser

Val

Asp
300

Leu

Ile

205

Ser

Gly

Leu

Glu

Val

285

Met

Ala

190

Ile

Tyr

Gln

Leu

His

270

Thr

Lys

tcctgggagt
tttaccccat
gccttcacaa
catcggtaac
ttgggggatg
ttttggetge
caattatgag
ccaatgccct
tggccaactt
ttcatgtgaa

ttgtctecta

tactggtcag
cacattgatt
ccccatgtat
catccctaag
cctaacgcag
aatggcatat
tccacggtct
ccecccacact
ctactgtgac
gatgatgtac

tattcgagtc

Leu

Thr

Thr

Lys

Phe

255

Glu

Pro

His

Thr

Ser

Leu

Lys
240

Tyr

Ala

Leu

Ala

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



ttctccacag
ggttcccacce
cctttgacca
ccaatgttaa
aaactcttca
<210> 14

<211> 309
<212> PRT

tcttccaggt
tcacggttgt
attatagcct
atcctttcat

acaagagaat
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tccttecace
ctctttgtat
aaaagacgca
ctacagtctg

ctcctegtga

aagggcgtge
tatggtacag
gtgatcactg

agaaatcggg

tcaaggcctt
tcatgggcac
taatgtacac

acatgaaggc

ctccacctgt
gtatttcecge
ggcagtgacc

tgcecctgegg

<213> ser humano

<400> 14

Met

val

Phe

Ile

Asn

65

Met

Cys

Tyr

Pro

Ile

145

Leu

Arg

Thr

Ile

Cys

50

Leu

Leu

Leu

Ile

Leu

130

Ala

Leu

Glu

Gly

Tyr

35

Ser

Ser

Ala

Thr

Leu

115

His

Gly

Thr

Asn

Gln

20

Pro

Asp

Leu

Asn

Gln

100

Ala

Tyr

Ser

Ala

Asn

Gln

Ile

Val

Val

His

85

Met

Ala

Thr

Trp

Ser
165

Gln

Glu

Thr

Arg

Asp

70

Leu

Tyr

Met

Thr

Val

150

Leu

Ser

Gln

Leu

Leu

Ile

Leu

Phe

Ala

Ile

135

Ile

Ser

Ser

Glu

Ile

40

His

Phe

Gly

Met

Tyr

120

Met

Gly

Phe

28

Thr

Asp

25

Gly

Asn

Phe

Ser

Ile

105

Asp

Ser

Asn

Cys

Leu

10

Phe

Asn

Pro

Ser

Lys

90

Ala

Arg

Pro

Ala

Gly
170

Glu

Phe

Leu

Met

Ser

75

Ser

Leu

Ala

Arg

Asn

155

Asn

Phe

Tyr

Leu

Tyr

60

Val

Ile

Gly

val

Ser

140

Ala

Gln

Ile

Ile

Ile

45

Phe

Thr

Ser

Asn

Ala

125

Cys

Leu

Glu

Leu

Leu

30

Val

Leu

Ile

Phe

Thr

110

Ile

Ile

Pro

vVal

Leu

15

Phe

Leu

Leu

Pro

Gly

Asp

Ser

Trp

His

Ala
175

720
780
840
900

930

Gly

Leu

Ala

Ala

Lys

80

Gly

Ser

Arg

Leu

Thr

160

Asn
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Phe Tyr Cys Asp Ile Thr Pro Leu Leu Lys Leu Ser Cys

180 185

His Phe His Val Lys Met Met Tyr Leu Gly Val Gly

Ile

195 200 205

Pro Leu Leu Cys Ile Ile Val Ser Tyr Ile Arg Val Phe

210 215 220

Phe Gln Val Pro Ser Thr Lys Gly Val Leu Lys Ala Phe

225 230 235

Gly Ser His Leu Thr Val Val Ser Leu Tyr Tyr Gly Thr

245 250

Thr Tyr Phe Arg Pro Leu Thr Asn Tyr Ser Leu Lys Asp

260 265

Thr Val Met Tyr Thr Ala Val Thr Pro Met Leu Asn Pro
275 280 285

Ser Leu Arg Asn Arg Asp Met Lys Ala Ala Leu Arg Lys

290 295 300

Lys Arg Ile Ser Ser
305

<210> 15
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> etiqueta Flag

<400> 15
gattacaagg acgacgacga taag 24

<210> 16
<211>8
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> etiqueta Flag

<400> 16

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5

<210> 17
<211> 60
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> etiqueta Rho

<400> 17
atgaacggga ccgagggccc aaacttctac gtgcctttct ccaacaagac gggegtggtg 60

<210> 18

29

Ser

190

Phe

Ser

Ser

Val

Ala

270

Phe

Leu

Asp

Ser

Thr

Thr

Met

255

Val

Ile

Phe

Ile

val

Val

Cys

240

Gly

Ile

Tyr

Asn
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<211> 20

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> etiqueta Rho

<400> 18
Met Asn Gly Thr Glu Gly Pro Asn Phe Tyr Val Pro Phe Ser Asn Lys
1 5 10 15
Thr Gly Val Vval

20

<210>19

<211> 51

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> etiqueta Lucy

<400> 19

atgagacccc agatcctgct getcetggece ctgetgacce taggcectgge t 51

<210> 20

<211>17

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> etiqueta Lucy

<400> 20
Met Arg Pro Gln Ile Leu Leu Leu Leu Ala Leu Leu Thr Leu Gly Leu
1 5 10 15
Ala

30
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REIVINDICACIONES

1. Una célula que comprende un ADN donante introducido en el sitio objetivo gendmico corriente arriba de un locus
del gen de RTP1 endogeno, en la que el ADN donante comprende un promotor en el que el promotor impulsa la
expresion del gen de RTP1, y en la que la célula se deriva de una linea celular HEK293 o HEK293T.

2. La célula segun la reivindicacion 1, que comprende ademas un acido nucleico que codifica un receptor de olor.

3. Lacélula segun lareivindicacion 2, en la que el receptor de olor se selecciona del grupo que consiste en receptores
de olor de indol, escatol y almizcle.

4. La célula seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende una proteina Cas o una proteina dCas
fusionada a un dominio de activacién transcripcional.

5. Un procedimiento para activar un gen de RTP1 enddgeno en una célula eucariota, en el que la célula se deriva de
una linea celular HEK293 o HEK293T, que comprende:

a. introducir un ARN guia complementario a un sitio gendmico objetivo corriente arriba del gen de RTP1; y

b. introducir una proteina nucleasa Cas para producir un complejo con el ARN guia para formar un complejo de
ARN guia-proteina Cas.

6. EIl procedimiento segun la reivindicacion 5, que comprende ademas la introduccion de un ADN donante que
comprende un promotor en el sitio genémico objetivo corriente arriba de un locus del gen de RTP1 enddgeno en el
que el promotor impulsa la expresion del gen de RTP1.

7. Elprocedimiento segun la reivindicacion 5, en el que el complejo comprende ademas una proteina dCas9 fusionada
a un dominio de activacion transcripcional, en el que el dominio de activacion impulsa la expresion del gen de RTP1.

8. EIl procedimiento segun las reivindicaciones 5-7, en el que la proteina Cas es una proteina Cas9 o una nicasa
Cas9.

9. El procedimiento segun la reivindicacion 5, que comprende ademas la escision de la secuencia de acido nucleico
objetivo adyacente a la secuencia de ARN guia con el complejo de ARN guia-proteina Cas.

10. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 5-9, que comprende ademas la introduccion de un
acido nucleico que codifica un receptor de olor en la célula.

11. Un procedimiento de identificacion de un compuesto o mezcla de compuestos que activa, imita, bloquea, inhibe,
modula y/o mejora la actividad de un receptor olfativo en una célula no olfativa de acuerdo con la reivindicacion 2, en
el que la célula se deriva de una linea celular HEK293 o HEK293T y comprende un ADN donante introducido en el
sitio objetivo genémico corriente arriba de un locus del gen de RTP1 endégeno, en el que el ADN donante comprende
un promotor en el que el promotor impulsa la expresion del gen de RTP1, en el que el procedimiento comprende
ademas:

a. poner en contacto el receptor, o una quimera o fragmento del mismo con un compuesto o mezcla de compuestos
que activa, imita, bloquea, inhibe, modula y/o mejora el receptor; y

b. determinar si el compuesto tiene un efecto sobre la actividad del receptor.

12. El procedimiento segun la reivindicacion 11, en el que el receptor olfativo es del grupo que consiste en un receptor
de almizcle y de mal olor.

13. El procedimiento segun la reivindicacion 11, en el que el receptor de mal olor se selecciona de un receptor de
escatol o indol, y en el que el receptor de almizcle se selecciona de un receptor de almizcle policiclico y de nitro
almizcle.
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Figura 4
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Figura 6
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Ruzin de HTRF
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Flag-Rho-Olfrg96
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Figura 9
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Figura 10
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Lucy-Flag-Olfr740
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Figura 12
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