ABOGADOS .
Teléfono: (67-1) 347 3611
EDIFICIO SISKI Telefax: {57-1) 211 8650
www.cavelier.com CARRERA 4 No.72-35 {(67-1) 700 4814
cavelier@cavelier.com BOGOTA 8, COLOMBIA Fax in U.S.A.: (1-305) 675 7743

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

B A

Serior Director Fecha: 2012-04-19 16:32:15  Dep. 2020 DIR NUEV,
32 » : ASCR

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES A 823 RESAUgerL  Eve378 FASENAGIONAL
Superintendencia de Industria y Comercio Act. 523 RESPUESTA L Eirns Sag == == v
E. S. D. coe o

Tramite : 011

Evento : 379

Actuacion : 444

Referencia . Expediente No. 06.022.158
Asunto . Solicitud de Patente para

RECEPTORES DE SABOR HETERO-OLIGOMERICO T1R, LINEAS
CELULARES QUE EXPRESAN DICHOS RECEPTORES, Y

COMPUESTOS DE SABOR
Solicitante . SENOMYX INCORPORATED
Fecha de Solicitud : 06 de Marzo de 2006
1. Yo, Luz Clemencia de PAEZ, obrando como apoderada del solicitante en el asunto antes
identificado, me refiero al Oficio No. 19411 notificado por fijacion en lista del 15 de Diciembre de
2011.
2. Mediante memorial radicado el dia 07 de Marzo de 2012 solicité plazo de treinta (30) dias

para atender el oficio No. 19411.

3. Mediante el Oficio No. 19411 se puso en conocimiento del solicitante el informe del examen
de fondo que contiene las observaciones hechas por su Despacho sobre la presente solicitud <ge
patente.

4. De la Solicitud de Patente

El Examinador considera que el titulo no corresponde con el nuevo objeto de la solicitud, porque
esta solamente se refiere a los compuestos que se unen especificamente a un receptor TIR/T1R3.

Por otro lado, indica que las expresiones “ocurrencia no nhatural’ y “opcionalmente sustituido” no son
claros, y no permiten la comprensiéon de la materia reclamada. Igualmente, menciona que los
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compuestos reivindicados se encuentran definidos de una manera muy amplia, para la cual no
existe sustento suficiente en la memoria descriptiva.

5. Unidad de Invencién

Adicionalmente, el Examinador menciona que la presente solicitud no cumple con el requisito de
Unidad de Invencion, ya que en esta se estan presentando amidas y oxalamida que se ligan
especificamente a un receptor de sabor. Sin embargo, el concepto inventivo Unico entre dichas
clases de compuestos es la estructura amida, previamente divulgada en el documento D1. Por lo
tanto, la presente solicitud no cumple con el requisito de unidad de invencion

6. Novedad

Para la evaluacion de este requisito, se han citado las anterioridades:

o D3: Journal of Agricultural and Food Chemistry, 1989, 37, 737-740; “Structural correlation
between some amides and a taste receptor moder”;

o D4: JP 8 103 243, “Sustainable flavor/scent imparting agent”;

. D5: US 3 959 269, “2-substituted 3-disubstituted-4.5.6.7 substituted or unsubstituted
phthalimidines”; y

° D6: US 4 311 647, “Process for preparation of (hydrocarbonthio)oxamides”

De acuerdo con el Examinador, las caracteristicas esenciales de los compuestos reclamados en el
pliego reivindicatorio ya habian sido divulgadas previamente en las anterioridades citadas D3, D4,
D5 y D6; razdn por la cual la materia reclamada no se considera como nueva a partir de las
ensefianzas del estado del arte.

7. Respuesta a las objeciones

De este modo y con el objeto de atender las objeciones arriba mencionadas, se pone de presente al
Despacho las siguientes modificaciones, aclaraciones y argumentos:

7.1. Modificacién a una Solicitud en Tramite

De conformidad con lo establecido en los articulos 34 y 36 de la Decisién 486, que permite al
solicitante en cualquier momento del tramite efectuar modificaciones y divisiones sin ampliar el
objeto de la invencién inicialmente solicitada, me permito presentar un nuevo capitulo reivindicatorio,
que comprende 26 reivindicaciones, y que limita el alcance de la presente solicitud de invencién al
primer grupo inventivo indicado por el Examinador.
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Ahora bien, con relacion a las objeciones formuladas relacionadas con la falta de claridad y
concision del capitulo reivindicatorio, se desean hacer las siguientes aclaraciones:

Inicialmente, se desea poner de presente que, contrario a lo expresado por el Sefior Examinador, la
expresion “de ocurrencia no natural’ resulta clara para una persona medianamente versada en la
materia, la cual reconoceria que esta se refiere a un compuesto que normaimente no se encuentra
en la naturaleza. Dicha expresion es igualmente utilizada en la memoria descriptiva, con el fin de
distinguir los compuestos potenciadores normalmente encontrados en la naturaleza, de aquellos de
origen sintético, objeto de la presente solicitud. Lo anterior puede ser observado, por ejemplo, en la
pagina 1, segundo parrafo; pagina 2, ultimo parrafo; pagina 67, dltimo parrafo; y pagina 68, segundo
parrafo. '

Del mismo modo, la expresion "opcionalmente sustituido" resulta clara para la persona conocedora
de la técnica, la cual se encuentra en capacidad de entender que el sustituyente al cual se hace
referencia puede ser sustituidos o no ser sustituidos dentro de su estructura. Ain mas, la persona
versada en la materia resulta puede identificar el alcance de la sustitucion presente, a partir de la
estructura quimica de los compuestos ejemplificados en la tablas 1 a 6 de la memoria descriptiva.

Por consiguiente, se considera que con las aclaraciones efectuadas se debe tener por superadas
las objeciones formuladas con base al no cumplimiento de las disposiciones del articulo 30.

Ahora bien, con relacion a la afirmacién hecha por el Sefior Examinador, con respecto al hecho que
la descripcion no es clara, y esta no divulga la invencion de manera suficientemente completa, se
llama Ia atencion de su Despacho al hecho que la memoria descriptiva no sélo proporciona un gran
numero de compuestos a manera de ejemplifico, sino que también describe de manera exhaustiva
los protocolos de ensayo biolégicos llevados a cabo, asi como los resultados de los mismo. Como
prueba de lo anterior, se trae a colacion las tablas A hasta la E, en las que se especifican alrededor
de 250 compuestos quimicos de acuerdo a la invencion, y 27 cifras que demuestran los resultados
de las pruebas bioldgicas. Dichos ejemplos permiten la generalizacion estructural incluida en las
reivindicaciones.

Asi mismo, los documentos provisionales US 60/494,071 y 60/552,064, previamente presentados
ante su Despacho, incluyen las definiciones de las férmulas quimicas y la sintesis de compuestos
ejemplificados en la memoria descriptiva de la presente solicitud. En este sentido, es de destacar
que la descripcion de la presente solicitud hace referencia a los dos documentos de prioridad e
incorpora el contenido de los mismos en su totalidad.

En vista de lo anterior, resulta claro que la descripcion permite a una persona del oficio normalmente
versada en la materia a ejecutar y reproducir la materia reclamada.



CAVELIER

ABOGADOS

7.2. Unidad de Invencion

Con el fin de superar la objecion formulada por su Despacho a este respecto, respetuosamente
manifiesto que la solicitud inicial se ha limitado a la definicion de los compuestos amidas de
ocurrencia no natural que se ligan especificamente a un receptor de sabor hetero-oligomérico T1R
compuesto de las subunidades hTIR1/hT1R3; y los productos comestibles o medicinales que
comprende los mismos. -

Adicionalmente, se presentan una solicitud divisional, la cual reivindica los compuestos oxalamidas
de ocurrencia no natural que se ligan especificamente a un receptor de sabor hetero-oligomérico
T1R compuesto de las subunidades hTIR1/hT1R3, y los productos comestibles o medicinales que
comprende los mismos

De esta manera, teniendo en cuenta ademas que, la materia reivindicada en los pliegos
reivindicatorios de la solicitud inicial y de la solicitud divisional no se superpone entre si, la objecion
formulada con respecto a la falta de Unidad de Invencién queda superada.

Por lo anterior, el titulo de la solicitud inicial y de la solicitud divisional permanece como:
“RECEPTORES DE SABOR HETERO-OLIGOMERICO T1R, LINEAS CELULARES QUE
EXPRESAN DICHOS RECEPTORES, Y COMPUESTOS DE SABOR’, ya que este refleja la
naturaleza de la materia reclamada en ambas solicitudes.

7.3. Argumentos a favor de la novedad de la presente solicitud

El Examinador cita los documentos D3 a D6, y manifiesta que estos afectan la novedad de las
anteriores reivindicaciones 1, 2, 5, 6 y 10 de la presente invencidén, ya que estos divulgan
compuestos amida u oxalamidas que se ligan a receptores de sabor, tal y como son definidas en la
presente solicitud. A este respecto manifestamos nuestro desacuerdo con el andlisis llevado a cabo
y con las conclusiones derivadas del mismo y solicitamos la reconsideracion de la objecion, con
base en los siguientes argumentos:

Partiendo del nuevo capitulo reivindicatorio, es posible observar que las nuevas reivindicaciones
resultan novedosas frente al estado del arte, puesto que estas ensefian compuestos que se unen a
un receptor de sabor hetero-oligbmero T1R particular, caracterizadas porque la capacidad de ser
activadores, mejoradores o moduladores de sabor esta dado por un valor EC5, menor a 1mM.
Por el contrario, los compuestos citados por su Despacho no se caracterizan por la capacidad
indicada en el nuevo capitulo reivindicatorio. De esta manera, es posible concluir que las
anterioridades citadas no pueden ser consideradas como anterioridades validas capaces de afectar
la novedad de la presente solicitud.
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8. Conclusiones

Finaimente, puesto que se han atendido a cabalidad las observaciones hechas por su Despacho
sobre la presente solicitud de patente, respetuosamente solicito se contintie con su tramitacion. Sin
embargo, en el evento que el Despacho considere que una reivindicacién no cumple con los
requisitos de la Decision 486, respetuosamente le solicito conceder parcialmente la presente
solicitud y otorgar el beneficio de patente a las reivindicaciones restantes del nuevo pliego
reivindicatorio.

9. Anexos

o Nuevo pliego reivindicatorio correspondiente a la solicitud inicial, conformado por veintiséis
(26) reivindicaciones.

o Comprobante de pago por valor de $ 120.000 por cuatro (4) reivindicaciones adicionales, ya

que en el pasado se habia realizado el pago de doce (12) reivindicaciones adicionales
después de la décima reivindicacion.

) Capitulo descriptivo correspondiente a la solicitud divisional.

o Nuevo pliego reivindicatorio correspondiente a la solicitud divisional, conformado por
veintisiete (28) reivindicaciones.

. Comprobante de pago por valor de $ 540.000 por diecisiete (18) reivindicaciones adicionales
después de la décima reivindicacion.

o Formulario para modificaciones.

. Formulario de division de la solicitud de patente.

. Comprobantes de pago por concepto de presentacion de nueva solicitud.

. Copia autenticada del poder otorgado por SENOMYX Inc. al Doctor Emilio Ferrero.

° Copia autenticada de la sustitucién del poder otorgado por la Sociedad Solicitante realizadas

por el Doctor EMILIO FERRERO a mi favor, y para lo cual solicito me sea reconocida
personeria para continuar con el tramite del asunto de la referencia.

Sefor Director,

o Plrena. 00k s

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
C.C. No. 35.456.344 de Usaquén

T.P.A. No. 23.555
COLO-15159-841-002-6
/) COLO-15159-841-005-9
LLG\LLG\ID-215306\WPC15159
No. M-2012-215306\LLG
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SUPERINTENDENCIA

FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES

Espacio reservado para el adhesivo de radicacion

F@ o SOLICITUD DE:

[:l Correccién de Error Material ' Modificacién a una solicitud
‘ Nombre: SENOMYX INCORPORATED :
Sociedad constituida y existente bajo las leyes del
; éEstado de Delaware, Estados Unidos de América.
SOLICITANTE ‘Direccién: 11099 N. Torrey Pines Road, IDENTIFICACION
, La Jolia, ;
California 92037, o ce. O w~r O
Estados Unidos de ‘Amerlca CE. D Otro D
Domicilio: La Jolla, ; .
California, ~ Numero:
Estados Unidos de Améric
Teléfono: 347 36 11 Fax: 21186 50
E-mail: clientes@cavelier.com
IDENTIFICACION
Nombre: Luz Clemencia de PAEZ
Direccion: Carrera 42 No. 72-35 C.C. @ NIT |:|
REPRESENTANTE | Teléfono: 347 36 11 Fax: 21792 11 ] A
.E. t
O APODERADO . | . c Otro
E-mail: cavelier@cavelier.com
Numero: 35.456.344 TP 23.555
@ “Numero de expediente: 06.022.158

Descripcion de la correccion o modificacién solicitada:
Presento nuevo capitulo reivindicatorio compuesto por 26 reivindicaciones con el fin de superar las

objeciones hechas por Su Despacho a la presente solicitud de patente y pido respetuosamente que

el examen de patentabilidad sea realizado sobre estas nuevas reivindicaciones presentadas.

@ Comprobante de pago No.  12-0032498 Fecha: 02 de abril de 2012
@ Anexos
Comprobante de pago de la tasa por $120.000.00, por concepto de modificaciones.

[l []

Comprobante de pago por 4 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacion
por $120.000.00

Poderes, si fuere el caso

Documento que acredita la existencia y representacion legal de las partes, cuando sean
personas juridicas.

O OO

Copia auténtica de la sustitucion que del poder otorgado por la Sociedad Solicitante hizo el
Doctor EMILIO FERRERO a mi favor, y para Io cual solicito me sea reconocida personeria
para continuar con el tramite del asunto de la referencia.




" NOMBRE:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ FIRM

C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P.A. 23.555
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.(I . Espacio reservado para el adhesivo de radicacion
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

FORMULARIO UNICO DE CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE

SOLICITUDES
I@ SOLICITUD DE:
[ conversién. Division O Fusién
Patente de Invencién [] Patente de Modelo de Utilidad
O] Registro de Disefio Industrial ] Esquemas de Trazado para Circuitos Integrados

Nombre: SENOMYX INCORPORATED :
Sociedad constituida y existente bajo las

Soucmante |51, S e csear, Sl .
) . ~ IDENTIFICACION

Direccién: 11099 N. Torrey Pines Road o n NIT O

La Jolla, .

California 92037, Vel

Estados Unidos de América C.E. O Otro ]
Domicilio: La Jolla, BT Cual

California, : ' NUmero

Estados Unidos de América - o E—
Teléfono: 546 09 70 Fax: 2494070

E-mail: clientes@cavelier.com
IDENTIFICACION
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ = 0
Rg:'?:EOSDEg;:ggE Direccién: Carrera 42. No. 72-35 C.C. NIT
| Teléfono: 347 36 11 Fax: 217 92 11 C.E. [ Otro [
E-mail: cavelier@cavelier.com. Cual
Nuimero 35.456.344 T.P 23.555
CONVERSION DIVISION o FUSION
Expediente No: Expediente No: 06.022.158 Expediente No:
De: , No. de Divisionales: 1 Expediente No:
A:

@ Comprobante de pago No.: 12-0032564 Fecha: 02 de abril de 2012
Comprobante de pago No.: 12-0029274 Fecha: 23 de marzo de 2012
Comprobante de pago No.: 12-0032499 Fecha: 02 de abril de 2012
Comprobante de pago No.: 12-0025027 Fecha: 12 de marzo de 2012
Comprobante de pago No.: 12-0029221 Fecha: 23 de marzo de 2012
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Anexos

Comprobante de pago de la tasa por $590.000.00

Comprobante de pago por 18 reivindicaciones adicionales después de la
décima reivindicacién por $ 540.000.00

Poderes, si fuere el caso

Documento que acredita la existencia y representacion legal de las partes, cuando
sean personas juridicas.

Copia de la Solicitud Divisional.

@ NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

FIRMA : % Pl 1236 Lie >

C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555

LLG




NOTA: Esta es una solicitud de division de la materia contenida originaimente en la
solicitud de patente No. 06.022.158. La solicitud de divisién de la materia se hace como
consecuencia de las observaciones hechas por ese Despacho y que fueron dadas a
conocer al solicitante por medio del oficio No. 19411 notificado por fijacion en lista del 15
de diciembre de 2011. Por lo tanto pido que esta solicitud de division de materia sea
tratada con el beneficio de presentacion de la solicitud original, esto es 06 de marzo de
2006 vy las prioridades que alli se reivindican del.06 de agosto de 2003 y 09 de marzo
de 2004.

Nota: La copia basica original se encuentra en el expediente No. 06.022.158

o



Reivindicaciones

1. Un compuesto de ocurrencia no natural que se liga especificamente a un receptor de

sabor hetero-oligomérico T1R compuesto de las subunidades hTIR1/hT1R3, con la capacidad _

de ser un activador, mejorador, o modulador del sabor umami determinado por un ECsq menor
a 1 mM, en donde el compuesto de ocurrencia no natural es un compuesto amida.

2. El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 1, en donde el compuesto presenta una
proporcion ECs,, definida como la proporcién de la concentracion de MSG y la concentracion
del compuesto mas MSG necesaria para elicitar la respuesta de dosis MSG mayor que 1.

3. El compuesto de acuerdo a la reivindicacién 1, en donde la reduccién del ECso
determinada por un ensayo basado en fluorescencia que utiliza un instrumento FLIPR es de al
menos dos veces.

4.  El compuesto de acuerdo a la reivindicacién 1, en donde la actividad comparada con la
actividad méaxima de glutamato determinada por un incremento en fluorescencia dependiente
del compuesto es de al menos 25% en un ensayo basado en fluorescencia que utiliza un
instrumento FLIPR.

5.  El compuesto de acuerdo a la reivindicaciéon 1, en donde el compuesto presenta una
capacidad tal que al menos 10 de 100 células transfectadas con el receptor muestran un

incremento dependiente del compuesto en fluorescencia.

6.  El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 1, el cual presenta una potencia tal que el
numero de células fluorescentes en respuesta a un nivel subméaximo de glutamato aumenta al
menos dos veces.

7. El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 1, el cual muestra un incremento en la
respuesta de las células a un nivel submaximo de glutamato de al menos 1,25 veces
comparado con la respuesta del endulzante solo, en donde la respuesta se mide por
fluorescencia, niveles de calcio, niveles IP;, niveles cAMP, unién GTPYS, o actividad de gen
reportero.

8.  El compuesto de la reivindicacién 1, en donde el compuesto amida presenta la siguiente
férmula:

0
®R") m—A)J\E—Rz

o una sal o solvato del mismo:
en donde,

{t



A comprende un anillo arilo o heteroarilo de 5 6 6 miembros;

mesO0,1,2 364,

cada R" se selecciona independientemente de alquilo, alcoxi, alcoxi-alquilo,
hidroxialquilo, OH, CN, SR®, halogeno, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, heterociclo, arilo,
y heteroarilo;

R? se selecciona del grupo compuesto por arilalquenilo, heteroarilalquenilo, arilalquilo,
heteroarilalquilo, alquilo, alcoxi-alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, arilo, heteroarilo,
-R*OH, -R'OR® -R‘CN, -R*CO.H, -R*CO,R®, -R‘COR®, -R*SR® -R‘SO,R®, y grupos
opcionalmente sustituidos de los mismos;

R*y R°® son independientemente alquilo C-Cs 6 alcoxialquilo C4-C; y

R® es alquilo C4-Ce.

9.  El compuesto amida de la reivindicacién 8, en donde el compuesto amida presenta la
férmula:
0]
RZ
e
o N
( H

O

en donde,

R? se selecciona del grupo compuesto por ariloalquenilo, heteroariloalquenilo,
ariloalquilo, heteroariloalquilo, alquilo, alcoxi-alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, arilo,
heteroarilo, -R*OH, -R*OR® -R‘CN, -R*CO,H, -R*CO,R®, -R*COR®, -R*SR%, -R*SO,R’, y
grupos opcionalmente sustituidos de los mismos.

10. El compuesto amida de la reivindicacion 8, el cual se selecciona de los siguientes
compuestos de amida:
3,6-Dicloro-N-(4-etoxi-fenil)-2-metoxi-benzamida
Metil éster de &cido 4-(3,6-Dicloro-2-metoxi-benzoilamino)-benzoico
2,5-dicloro-N-(4-etoxifenil)benzamida
Metil éster de acido 2-[(Benzo[b]tiofeno-2-carbonil)-amino]-4-metil-pentanoico
Metil éster de acido 2-[(Benzofuran-2-carbonil)-amino]-4-metil-pentanoico.
Metil éster de acido 2-[(5-Metoxi-benzofuran-2-carbonil)-amino]-4-metil-pentanoico
(R)-5-metoxi-N-(1-metoxi-4-metilpentan-2-il)benzofuran-2-carboxamida
5-Metil-N-(5-metilhexan-3-il)benzofuran-2-carboxamida

Metil éster de acido 2-[(Benzofuran-5-carbonil)-amin]-4-metil-pentanoico(R)-metil 2-
(benzofuran-5-caboxamido)-4-metilpentanoato

N-(heptan-4-il)-5-metoxibenzofuran-2-carboxamida
5-cloro-N-(1-metoxibutan-2-il)benzofuran-2-carboxamida
5-Metoxi-N-(2-metilhexan-3-il)benzofuran-2-carboxamida
5-Metoxi-N-(pentan-3-il)benzofuran-2-carboxamida

Metil ester de &cido 2-[(5-Metoxi-benzofuran-2-carbonil)-amino]-4-metilsufanil-butirico
2-(5-metoxibenzofuran-2-carboxamido)-4-(metiltio)butanoato

(1R,2R)-etil 2-(5-metoxibenzofuran-2-carboxamido)ciclohexanocarboxilato

(2



5-Metoxi-N-(2-metilpentan-3-il)benzofuran-2-carboxamida
N-(2,4-dimetilpentan-3-il)-5-metoxibenzofuran-2-carboxamida
5-metoxi-N-(2-metilheptan-4-il)benzofuran-2-carboxamida
5-Metoxi-N-(1-metoxipentan-2-il)benzofuran-2-carboxamida
5-metil-N-(2-metilheptan-4-il)benzofuran-2-carboxamida
N-(pentan-3-il)benzofuran-2-carboxamida

Acido Benzotiazol-6-carboxilico (1-propil-butil)-amida
2-metil-N-(2-metilheptan-4-il(benzo[d]oxazol-5-carboxamida
2-metil-N-(2-metilheptan-4-il)benzo{d]oxazol-6-carboxamida

Metil éster de acido (R)-4-metil-2-[(2-metil-benzooxazol-6-carbonil)-amino]-petanoico
2-metil-N-(2-metilhexanil-3-il)benzo[d]oxazol-6-carboxamida
2-etil-N-(heptan-4-il)benzo[d]oxazol-6-carboxamida _
Metil éster de acido (R)-4-Metil-2-[(2metil-benzooxazol-5-carbonil)-amino]-pentanoico
N-(heptan-4-il)benzo[d]oxazol-6-carboxamida
5-bromo-N-(heptan-4-il)furan-2-carboxamida
N-(heptan-4-il)-4,5-dimetilfuran-2-carboxamida
N-(2,3-dimetilciclohexil)-3-metilfuran-2-carboxamida
4,5-dimetil-N-(2-metilciclohexil)furan-2-carboxamida

(R)-metil 2-(1H-indol-2-carboxamido)-4-metilpentanoato
N-heptan-4-il)-1H-indol-6-carboxamida

(R)-metil 2-(1 H-indol-5-carboxamido)-4—metilpentanoato
(R)-metil-4-metil-2-(quinolino-6-carboxamido)pentanoato
(1-propil-butil)-amida de acido 5 metil-tiofenoxilico
(1,2,3,4-tetrahidro-naftalen-1-il)amida de acido 5-metil-tiofeno-2-carboxilico
(R)-metil 2-(2-naftamido)-4-metilpentanoato
N-(nonan-5-il)benzo[d][1,3]dioxol-5-carboxamido

(2R,3R)-metil 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-carboxamido)-3-metilpentanpoato
Metil éster de acido 2-[(Benzo[1,3]dioxol-5-carbonil)-amino]hexanoico
Metil éster de acido (R) 2-[(Benzo[1,3]dioxol-5-carbonil)-amino]hexanoico
(R)-etil 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-carboxamido)-4-metilpentanoato
(R)—-metil 2-(2,3-dihidrobenzofuran-5-carboxamido)-4-metilpentanoato
(8)-N-(1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-il)benzo[d][1,3]dioxol-5-carboxamida
N-(4-fenilbutal-2-il)benzo[d]}[1,3]dioxol-5-carboxamida

Metil éster de acido 2-[(Benzo[1,3]dioxol-5-carbonil)amino]-pentanoico
N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-2-propilpentanamida

(R)-propil 2-(benzol[d]1,3]dioxol-5-carboxamido)-4-metilpentanoato
N-(heptan-4-il)-2,3-dihidrobenzofuran-5-carboxamida
N-(hexan-3-il(benzol[d]1,3]dioxol-5-carboxamida
N-(hexan-3-il)-3-metil-4-(metiltio)benzamida

Metil 2-(3-cloro-4-metoxibenzamido)hexanoato
N-(hexan-3-il)-3,4-imetilbenzamida

(R)-metil 4-metil-2-(4-vinilbenzamido)pentanoato
4-metoxi-3-metil-N-(2-metilpentan-3-il)benzamida
4-metoxi-3-metil-N-(2-metilhexan-3-il)benzamida

13



(R)-metil-(4-(etiltio)benzamido)-4-metilpentanoato
N-(heptan-4-il)-4-metoxi-3-metilbenzamida
(R)-metil-2-(3,4-dimetilbenzamido)-3-metilbutanoato

(R)-metil 2-(4-metoxi-3-metilbenzamido)-4-metilpentanoato
4-etoxi-3-metil-N-(pentan-3-il)benzamida
(R)-N-(1-metoxi-4-metilpentan-2-il)-3-metil-4-(metiltio)benzamida
N-(2,4-dimetoxibenzil)-3-(1H-pirrol-1-il)isonicotinamida

Metil 2-(3-cloro-4-metoxibenzamido)pentanoato
4-etoxi-N-(heptan-4-il)benzamida

(R)-metil 4-metil-2-(4-metilbenzamido)pentanoato
N-(heptan-4-il)-3-(trifluorometil)benzamida
4-etil-N-(heptan-4-il)benzamida
4-etoxi-3-metil-N-(5-metilhexan-3-il)benzamida

(R)-metil 2-(3-metoxi-4-metilbenzamido)-4-metilpentanoato
3-fluoro-N-(reptan-4-il)-4-metoxibenzamida
N-(heptan-4-il)-4-(metiltio)benzamida
4-metoxi-3-metil-N-(4-fenilbutan-2-il)benzamida
3-cloro-4-metoxi-N-(2-metilciclohexil)benzamida
N-(heptan-4-il)-4-vinilbenzamida
N-(heptan-4-il)-4-metoxibenzamida
3-cloro-4-metoxi-N-(pentan-2-il)benzamida
N-(hexan-3-il)-4-metil-3-(metiltio)benzamida

(R)-metil 4-metil-2-(4-propoxibenzamido)pentanoato
N-(heptan-4-il)-3-metilbenzamida -
N-(heptan-4-il)-2-hidroxi-3-metoxibenzamida

(R)-metil 2-(3,5-dimetilbenzamido)-4-metilpentanoato

Metil 2-(4-metoxi-3-metilbenzamido)-4-(metiltio)butanoato
2-hidroxi-3-metoxi-N-(1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-il)benzamida
N-(2,4-dimetilpentan-3-il)-3-metil-4-(metiltio)benzamida
(R)-3-cloro-4-metoxi-N-(1-(4-metoxifenil)etil)benzamida
N-(heptan-4-il)-3-metoxibenzamida

(R)-metil 4-metil-2-(4-propilbenzamido)pentanoato
4-etoxi-3-metiI—N-(2-metilheptan-4-il)benzamida
(S)-2-hidroxi-3-metoxi-N-(1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-illbenzamida
(R)-4-metoxi-N-(2-metoxi-1-feniletil)-3-metilbenzamida
(R)-metil 2-(4-metoxi-3,5-dimetilbenzamido)-4-metilpentanoato
4-metoxi-N-(1-(4-metoxifenil)propil)-3-metilbenzamida
4-metoxi-N-(1-metoxipentan-2-il)-3-metilbenzamida
3-cloro-N-(1-hidroxi-4-metilpentan-2-il)-4-metoxibenzamida
(R)-metil 4-metil-2-(3-metilbenzamido)pentanoato
3-cloro-4-metoxi-N-(1-p-toliletil)benzamida
N-(heptan-4-il)-2-hidroxi-4-metoxibenzamida
4-hidroxi-3-metil-N-(1,2,3,4- tetrahidronaftalen-1-il)benzamida
(1S,2R)-etil 2-(3-cloro-4- metoxibenzamido)ciclohexanocarboxilato
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2,4-dimetoxi-benzilamida de &cido Bifenil-2-carboxilico
(S)-N-(1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-il)-4-vinilbenzamida
3-cloro-N-(2,3-dihidro-1H-inden-1-il)-4-metoxibenzamida

11.  Un producto comestible o medicinal que comprende el compuesto de acuerdo a
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

12. El producto comestible de acuerdo a la reivindicacién 11, en donde el producto
comestible es seleccionado de un grupo compuesto por: sopas himedas/liquidas, alimento
deshidratado o culinario, y una bebida.

13.  Un método para modular el sabor de ajedrea de un producto medicinal o comestible que
comprende:

Suministrar al menos un producto medicinal o comestible, o un precursor de estos; y

Combinar el producto medicinal o comestible o precursor de estos con al menos una
cantidad que modula el sabor de ajedrea de al menos un compuesto de ocurrencia no natural
de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal comestible aceptable de esta,
de tal forma que genera un comestible modificado o producto medicinal; por lo tanto modular
el sabor ajedrea de un comestible o producto medicinal.

14.  Un compuesto de ocurrencia no natural que se liga especificamente a un a un receptor
de sabor hetero-oligomérico T1R compuesto de las subunidades hTIR2/hTIR3, con la
capacidad de ser un modulador del receptor T1R2/T1R3 determinado por un ECs, inferior a 1
mM o por una relacion ECs, de al menos 1,20, en donde el compuesto de ocurrencia no
natural es un compuesto amida.

16. El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 11, el cual es un activador dulce o un
mejorador dulce.

16. El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 11, en donde el compuesto presenta un
tamario cercano a 12 x 5 x 5 angstroms;

17. El compuesto de acuerdo a las reivindicaciones 11 6 12 que presenta una o mas de las
siguientes caracteristicas en una célula que coexpresa hT1R2 y hT1R3:
EC50 reducido comparado con un control de 50%,

Niveles de Ca2+ intracelular incrementado por al menos aproximadamente 25%,
cAMP intracelular incrementado por al menos aproximadamente 25%,

cGMP intracelular incrementado por al menos aproximadamente 25%,

IP3 intracelular incrementado por lo menos aproximadamente 25%, o

Incremento de GTPyS que se une a la proteina G por al menos aproximadamente
25%.

VB



18. El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 13, donde la célula que coexpresa hT1R2 y
hT1R3 es una célula HEK que expresa de manera estable Ga.15.

19. El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 14, el cual muestra un incremento en la
respuesta de las células para un nivel submaximo de endulzador de al menos 1,25 veces
comparado con la respuesta del endulzador solo, en donde la respuesta se mide por
fluorescencia, niveles de calcio, niveles IP;, niveles cAMP, unién GTPYS, o actividad de gen
reportero.

20. El compuesto de acuerdo a la reivindicacién 15, el cual presenta una actividad
comparada con la actividad maxima de la fructosa determinada por un incremento en
fluorescencia dependiente del compuesto es de al menos 25% en un ensayo basado en
fluorescencia que utiliza un instrumento FLIPR.

21. El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 16, en donde la actividad comparada con la
actividad maxima de la fructosa determinada por un incremento en fluorescencia dependiente
del compuesto muestra una reduccion del ECs; para la fructosa de al menos dos veces en un
ensayo basado en fluorescencia que utiliza un instrumento FLIPR.

22. El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 16, en donde el compuesto muestra una
capacidad tal que al menos 10 de 100 células transfectadas muestran un incremento

dependiente del compuesto en fluorescencia medido con un microscopio de fluorescencia.

23. El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 16, en donde el compuesto presenta una
capacidad tal que el nimero de células fluorescentes en respuesta a un nivel submaximo de
fructosa muestra un incremento dependiente del compuesto de al menos dos veces.

24. Un producto comestible o medicinal que comprende el compuesto de acuerdo a
cualquiera de las reivindicaciones 10 a 19.

25. El comestible de acuerdo a la reivindicacién 20, en donde el comestible es seleccionado
de un grupo que consiste de: sopas hlimedas/liquidas, alimento deshidratado o culinario, y
una bebida.

26. Un método para modular el sabor dulce de un producto medicinal o comestible que
comprende: '

Suministrar al menos un producto medicinal o comestible, o un precursor de estos; y

Combinar el producto medicinal o comestible o precursor de estos con al menos una
cantidad que modula el sabor dulce de al menos un compuesto de ocurrencia no natural de
acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 11 a 19, o una sal comestible aceptable de esta,
de tal forma que forme un comestible modificado o producto medicinal; por lo tanto modular el
sabor dulce de un comestible o producto medicinal.
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SUPERINTENDENCIA
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SOLICITUDES

FORMULARIO UNICO DE CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE

O,

SOLICITUD DE:

[1 Conversion. Divisién

[ Fusion

Patente de Invencion

] Reglstro de Disefio Industrial

[] Patente de Modelo de Utilidad

£ Esquemas de Trazado para Circuitos Integrados

) tN6mbre SENOMYX INCORPORATED | -
_ Sociedad constituida y existente bajo las.
SOLICITANTE ngﬁiso Sdc;e; Ais;iccizg de Delaware Estados | | ’
(71) ‘ IDENTIFICACI®ON
Z?Direccié’h':' 1L ;(?J%Elalgl Torrey Plnes Road; e D NIT |
‘California 92037, : T
. Estados Unidos-de-América CE Gtro o
.| Domicilio:. La Jolla; . Cual
California, ia;
. Estados Unidos de América Namero -
| Teléfono: 546 09 70 Fax: 24940 70
E-mail: clientes@cavelier.com
IDENTIFICACION
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ . I:l
REPRESENTANTE | pireceien: Carrera 4 No. 72:35 c.C. NIT
Teléfono: 347 36 11 Fax: 217 92 11 C.E. [ Otro O
E-mail: cavelier@cavelier.com. Cual .
A Numero 35.456.344 T.P 23.555
CONVERSION @ DIVISION FUSION
Expediente No: Expediente No: 06.022.158 Expediente No:
De: No. de Divisionales: 1 Expediente No:
A:
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Comprobante de pago No.: 12-0029274 Fecha: 23 de marzo de 2012

Comprobante de pago No.: 12-0032499 Fecha: 02 de abril de 2012

Comprobante de pago No.: 12-0025027 Fecha: 12 de marzo de 2012

Comprobante de pago No.: 12-0029221 Fecha: 23 de marzo de 2012
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Anexos

Comprobante de pago de la tasa por $590.000.00

Comprobante de pago por 18 reivindicaciones adicionales después de la
décima reivindicacién por $ 540.000.00

Poderes, si fuere el caso

Documento que acredita la existencia y representacion legal de las partes, cuando
sean personas juridicas.

Copia de la Solicitud Divisional.

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

FIRMA : Qﬁc;z Cloncsice bl >
| C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555
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NOTA: Esta es una solicitud de division de la materia contenida originalmente en la
solicitud de pétente No. 06.022.158. La solicitud de divisidn de la materia se hace como
consecuencia de las observaciones hechas por ese Despacho y que fueron dadas a
conocer al solicitante por medio del oficio No. 19411 notificado por fijacion en lista del 15
de diciembre de 2011. Por lo tanto pido que esta solicitud de divisién de materia sea
tratada con el beneficio de presentacion de la solicitud original, esto es 06 de marzo de

2006 y las prioridades que alli se reivindican del.06 de agosto de 2003 y 09 de marzo
de 2004.

Nota: La copia basica original se encuentra en el expediente No. 06.022.158
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SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by Sherry Dollins

3. acting in the capécity of Notary Public, State of California

" 4. bears the seal/stamp of Sherry Dollins, Notary Public,
State of California

CERTIFIED
At Sacramento, California
the 22nd day of May 2006
by Deputy Secretary of State, State of California
No. 287748

© © N O O

Séal/Stamp:

10. Signature

Secretary of State
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Notary Acknowledgements

STATE OF CALIFORNIA
COUNTY OF SAN DIEGO

On April Z& » 2006, before me, Sherry Dollins, Notary Public,"

personally appeared Kelly J. Knight, personally known to me
(or proved to me on the basis of satisfactory evidence) to be
the person whose name is subscribed to the within instrument
and acknowledged to me that she executed the same in her
authorized capacity, and that by her signature on the
instrument the person or the entity upon behalf of which the
person acted, executed the instrument.

WITNESS my hand and official seal.

Mo Qetliny

“Signatyhe

STATE OF CALIFORNIA
COUNTY OF SAN DIEGO

On April l@z,'ZOOG, before me, Sherry Dollins, Notary Public,
personally appeared Harry J. Leonhardt, personally known to me
(or proved to me on the basis of satisfactory evidence) to be
the person whose name is subscribed to the within instrument
and acknowledged to me that he executed the same in his
authorized capacity, and that by his signature on the
instrument the person or the entity upon behalf of which the
person acted, executed the instrument.

WITNESS my hand and official seal.

FCC//1ID-000014/WPC15159
Cns C-2006-00003240
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STATEMENT
REGARDING POWER OF ATTORNEY

1. I, Kelly J. Knight, Esg. , Senior Corporate Counsel of
SENOMYX, INC. do hereby certify that:

1.1. Harry J. Leonhardt, Esg. 1s the Senior Vice President, General
Counsel and Corporate Secretary of SENOMYX, INC. and that he is the

officer authorized by SENOMYX, INC. to execute this Power of Attorney
on its behalf.

1.2. That SENOMYX, INC. is a corporation legally constituted and in
existence in accordance with the laws of Delaware.

1.3. That the domicile of said corporation is

11099 N. Torrey Pines Road
La Jolla, California 92037
United States of America

1.4. That the purpose or purposes for which the present Power of
Attorney is granted are comprised within the corporation purposes set
forth in the charter of the mentioned corporation.

2. For issuing this certification that I have seen the following
documents (please mention the relevant documents):

2.1, The Articles of Incorporation of SENOMYX, INC. dated June 25,

2004

2.2. The Resolution of the Board of Directors of SENOMYX, INC. ,
dated September 12, 2003 .

~
/%/é/ﬂ%/b/// April /O, 2006
ﬂﬂ Knigfit, Esdg. Date
Corporate Counsel ‘

SENOMYX INC.

- gég2v4£_4Q¢; April /0 , 2006
Harry Weonhardt, Esqg. Date

Senio¥ Vice President,

General Counsel and Corporate Secretary

SENOMYX, INC.

A'LJ
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ABOGADOS
EDIFICIO SISKI

CARRERA.4a N* 72-35
BOGOTA, 8 - COLOMBIA

.Representacién y Poder con aufenticacién notarial y

Apostille para patentes, modelos de utilidad, disefios
industriales, marcas de fibrica, nombres comerciales,
ensefias, nombres de dominio, lemas comerciales, licencias.

Representation and Power-of-Attorney with notarial
authentication and Apostille for patents, utility models,
industrial designs, trademarks, commercial names, trade
emblems, domain names, slogans, licenses.

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER-OF-ATTORNEY

Yo {nosotros), abajo firmado (s)/I (we), the undersigned

SENOMYX INC., a Delaware corporation

domiciliado (s)en/of 11099 North Torrey Pines Road

La Jolla,.California 92037 U.S.A.

hereby ratify the batent applications Nos, 06,022,158 and 06,022,161

filed by Fmilio Ferrero on March 6

en por el presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555 y DANIEL PENA, tpa. 65620, domiciliados en la Carrera

4a N° 72-35, Bogots, Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en el
parigrafo lo del Ariculo 543 del Cédigo de Comercio, el primero
como principal y los demas como suplentes, en su orden, como mis
(nuestros) representantes en todos los asuntos de propiedad industrial
con faculiad para recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales
o extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazard al
principal en caso de ausencia o impedimento temporal o definitivo de

2006, and,

in due compliance with the terms of paragraph 1st. of article 543 of the
Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555 and DANIEL PENA, tpa. 65620, domicilcd at Carrera 4a

N° 72 35, Bogotd, Colombia, the first as principal and the others as
alternates, in the order of their

ppoi s our rep ives for
all industrial property matters with faculty to receive notifications and
" to appoint attorneys in and out of Court. The first alternate shall replace
the principal in casc of his absence or of temporal or definitive
impediment, The same rule will apply when the second altcrnatc

aquél. La misma regla se aplicard do el do repr

p haya de

pl al primero, o ¢l tercero al scgundo. En
tales casos, ¢l representante principal, o el primero, o segundo supleate,
cn su caso, o ambos, declarardn su intencién de no ejercer la
representacion mediante declaracién autenticada por Notario Piiblico en
Colombia, o por Notario u otro Funcionario Piblico, o Consul de
Colombia, en el extranjero; y si se tratare de impedimento, con ¢l
certificado respectivo. Si alguno de los nombrados faltare
definitivamente, el siguiente tomaré su lugar. Cuando cesare la ausencia
o impedi del

suplentes, en su caso, podrén ejercer la representacion, en su orden, uno

p principal, o de su primero o segundo

u otros segtn el caso, asumiéndola por el solo hecho de ejercerla,
cesando en ese momento el cjercicio de l1a representacion por el
primero, segundo o tercer suplente en su caso.

Ademés, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
pars obtener la proteccién de mi (nuestra) propiedad industrial y contra
la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
“apoderados para que me {nos) representen ante cualesquiera entidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccion, especialmente ante las del orden

administrativo, )50- administrative y judicial, as{ como los

tribunales de arbitramento, en todo lo concemiente a los siguientes

asuntos: a) Obtencién de p de invencién, modelos de utilidad y
disefios industriales; el registro de marcas de fibrica, colectivas,
defensivas, de  servicio, lemas  comerciales, nombres
comerciales, ensefias, nombres de dominio, variedades vegetales y

denominaciones de origen; su renovacién, traspaso, cambio de nombre
o domicilio, cancelacién voluntaria; y el registro de licencias de uso de
esos derechos; b) Las accil de ia desleal, pr i6n del

© CAVELIER ABOGADOS
ID 181 WPPODEO1

repr ive is to replace the first one, or when the third is to replace
the first or second alternates in their turn, or both of them, second. In
such cases, the principal representative, or the first or sccond alternates
in their turn, or both of them, shall state their intention not to act as
representatives through a declaration given before a Notary Public in
Colombia, or before a Notary or another Public Official or a Colombian
Consul abroad; and in case of impediment, the appropriate certificate
shall suffice. If any of the appoi were to be definitcly absent, the

impediment of the principal representative, or of the first or second
alternate in their turn ceases, the rcpresentation can be taken again in
their sequence, by the principal, the first or second alternate depending
on case, and the mere fact or its exercise will suffice. The exercise of
the representation by the first, second or third alternates in their turn
shall end at such time. In addition, we grant a Power of Attorncy in
favor of the above named attorneys at law so that they may obtain
the protection of my (our) industrial property and against the unfair
competition, for which purpose I (we) authorize the said attomeys to
represent me (us) before any authorities or persons, with or without
junisdiction, specially those administrative, administrative contentious
and judicial, as well as before Arbitration Court, in all matters
concerning the following: a) Obtai of p utility del

and industrial designs; the registration of trademarks, collective,
defensive and service marks, slogans, commercial names, trade

emblems, domain names, vegetal varieties and denominations of origin;
its renewal, assignment, change of name or domicile, voluntary
canceliation; and the registration of licenses of use of the above rights;
b) Aclions of unfair competilion, protection to the consumer,

following altemate shall take his place. When the absence or

24



conspmidor, oposiciones u observaciones, cancelacién administrativa y

Sudicial natidad Hid 1 i I
¥ 3 de

la proteccion de secretos industriales, y en general los juicios civiles,
penales, administrativos o contencioso administrativos relacionados
con estos derechos; acciones y procesos que promovamos o se hos
promuevan. Y para que en todos los asuntos amiba determinados,
puedan sustituir este mandato, transigir, conciliar, gdmi(ir los hechos

del proceso, desistir, cancelar, recibir, r

y ratificar los actos de
agentes oficiosos.

, la tutela,

oppositions or observations, administrative or Court cancellation,

nullity, infri ti of i

&' y & a1

, the action for writ
mandamus, the protection of trade secrets, and in general the civil,
penal, and administrative suits relating to those rights; actions and suits
instituted by me (us) or against me (us). And that in all the above
malters they may substitute this Power of Attorney, compromise,
conciliate, admit the facts of the case, desist, cancel, receive, resign, and

ratify acts done by representatives without a power of attorncy.

Dado y firmado hoy/Given and signed this %ﬁ'/ / ﬂ 1 Zﬂﬂ é
i _Ja colla, CA, U.SA.

pordy  Harry J. Leonhardt

ne

Senomyx Inc.
Firma/Signature

nse n _behalf of

et ) Lo bae
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TRADUQCION OFICIAL No. 06.06/06b realizada por Diego Vargas, Traductor
Oficial, Resolucidén No. 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia vy

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

A continuacién se traducen 1los sellos y legalizaciones de un
documento mediante el cual SENOMYX INC., una sociedad de Delaware,
domiciliada en 11099 North Tor?ey Pines Road, La Jolla, California
92037, Estados Unidos de América{ por medio de la presente‘ratifica
las solicitudes de patente Nos. 06.022.158 y 06.022.161 presentadas
por.el Doctor Emilio Ferrero el 6 de Marzo de 2006 y otorga derechos
de representacidén y poder a log Doctores EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555 y
DANIEL PENA, tpa. 65620, domiciliados en la Carrera.4 No. 72-35,
Bogofa D.C., Colombia.

Dado y firmado el 10 de abril de 2006 en La Jolla, California por
Harry J. Loenhardt, Vicepreéidente y Asesor Legal General a nombre

de Senomyx Inc.

Firma ilegible

DECLARACION
RELATIVA AL PODER

1. Yo, Kelly J. Knight, Abogada, Asesor Legal Corporativo

Principal de SENOMY, INC. por el presente certifico que:

1.1. E1 seflior Harry J. Loenhart, Abogado, es el Vicepresidente

Principal, Asesor Legal General y Secretario Corporativo de SENOMYX,

INC. y que él es el funcionario autorizado por SENOMYX, INC. para

. suscribir este poder a su nombre.

1.2 Que_SENOMYX, INC. es una sociedad legalmente constituida y en

existencia de conformidad con las leyes de Delaware.
1.3 Que el domicilio de dicha sociedad es

11099 North Torrey Pines Road

La Jolla, California 92037

TG
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Estados Unidos de América

1.4 Que el fin o los fines para los cuales se otorga ei presente
poder estdn incluidos dentro del objeto social establecido en la
escritura de constitucidn de la mencionada sociedad.

2. Para expedir esta certificacidén que he visto los siguientes
documentos (por favor mencione los documentos relevantes) :

2.1 Los Articulos de Constitucién de_SENOMYX, INC. con fecha del 25

de junio de 2004.

2.2 La Resolucidén de la Junta Directiva de SENOMYX, INC. con fecha

del 12 de septiembre de 2003.

Firma Ilegible Abril 10 de 2006
Kelly J. Knight, Abogada Fecha
Asesor Legal Corporativo Principal
SENOMYX, INC.

Firma Ilegible Abril 10 de 2006
Harry J. Leonhardt, Abogado Fecha
Vicepresidente Principal
"Asesor legal General y Secretario Corporativo
SENOMYX, INC.

Acta Notarial de Reconocimiento

ESTADO DE CALIFORNIA

CONDADO DE SAN DIEGO

El 10 de abril de 2006, ante mi, Sherry Dollins, Notario PuUblico,

comparecié personalmente Kelly J. Knight, a quién conozco

personalmente (o quién probd ante mi con evidencia satisfactoria)
ser la persona cuyo nombre estd suscrito en el instrumento anexo Y
reconocié ante mi que ella suscribié el mismo en su calidad
autorizada, y que por medio de su firma en el instrumento, la
persona o la entidad a nombre de la cual actud la persona suscribid

el instrumento.

TESTIFICA mi firma y sello.



Firma Ilegible SHERRY DOLLINS
Firma Comisidn # 1633966
Notario Pdblico - California
Condado de San Diego
Mi Comisién Vence Ene. 29 de 2010

ESTADO DE CALIFORNIA

CONDADO DE SAN DIEGO

El 10 de abril de 2006, ante mi, Sherry Dollins, Notario PGblico,

comparecid personalmente Harry J. Loenhardt, a quién conozco

personalmente (o quién probd ante mi con evidencia satisfactoria)
ser la persona cuyo nombre estd suscrito en el instrumento anexo y
reconocié ante mi que €&l suscribié el mismo en su calidad
autorizada, y que por medio de su firma en el instrumento, la
persona o la entidad a nombre de la cual actud la persona suscribid

el instrumento.

TESTIFICA mi firma y sello.

Firma Ilegible SHERRY DOLLINS
Firma Comisidén # 1633966
Notario Piblico - California
Condado de San Diego
Mi Comisidn Vence Ene. 29 de 2010

APOSTILLA

(Convention de La Haye du 5 octubre 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
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Este documento publico

2. ha sido firmado por Sherry Dollins
3. actuando en calidad de Notario, Estado de California
4. lleva el sello/estampilla de Sherry Dollins, Notario Publico,

Estado. de Callfornla

CERTIFICADO
5. En Sacramento, California
6. El 22.de Mayo de 2006
7. _por’elgsﬁplénte del Secretario de Estado, Estado de California
8. No. 287748 P
9. Sello/estampllla ** :éi :

10. Firma

Firma Ilegible - . ﬂ
Secretario de Estado & !

Por Firma ilegible

Sello: EL GRAN SELLO DEL ESTADO DE CALIFORNIA

\

FaS Lateid Lo

-~

Sellos parciales en tinta roja sobre los lados derechos ﬁe los dos documentos
b

i

anteriores con la inscripcién. OFICINA DEL SECRETARIO DE ESTADO. T

s i

: 3
-t

'

L f

Es traduccidén fiel y completa de la cual se deja copia en esta
oficina para su confrontacién. ’

DVZ/ID-7824/WPCL002G/COLO 15159-841-001-8
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RpRETE OFCIAL

e
TPNJ (CTOR B IMiE LS - £spANOL

ﬁNO‘\\GU‘~\
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CAVELIER
ABOGADOS
EDIFICIO SISKI

WEB SITE: www.cavelier.com CARRERA 4 No. 72 - 35 ) TELEFONO: (57) (1) 347-3611
E-MAIL:  cavelier@cavelier.com BOGOTA 8, COLOMBIA TELEFAX: (57) (1) 217-9211 (57) (1) 310-4995,

Sefiores

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

E. s. D.

Poderdante : SENOMYX INCORPORATED

Poder conferido el : 10/04/2006

Yo, EMILIO FERRERO, obrando como apoderado principal del
poderdante arriba mencionado, mediante el presente escrito
sustituyo el poder a mi otorgado a la doctora LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ, identificada con cédula de ciudadania No. 35.456.344 vy
Tarjeta Profesional N°23.555, con todas las facultades que me

fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucién conforme al articulo 66 del

Cédigo de Procedimiento Civil.

Sefiora Jefe,

EMILIO FERRERO

T.P.A. N° 31.929
C.C. N° 438.019 de Usaquén

Acepto:

_ o
Sea2 @én/é;da(a Q@é/gg,@»
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
T.P.A. N° 23.555
C.C. No. 35.456.344 de Usaquén

NIT. 860.041.367-3
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WO 2005/015158 PCT/US2004/025459

RECEPTORES DE SABOR HETERQO-OLIGOMERICO T1R, LINEAS

CELULARES QUE EXPRESAN DICHOS RECEPTORES. Y

COMPUESTOS DE SABOR

Referencia Cruzada a Solicitudes Relacionadas
Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional U.S. No. 60/494, 071
presentada en Agosto 6, 2003, y la solicitud provisidnal U.S. No 60/552,064
presentada en Marzo 9, 2004, las cuales se incorporan ambas como referencia en
su totalidad.

Antecedentes del Campo de la Invencién

Campo de la Invencion

La presente invencién se relaciona en parte con el descubrimiento de que los
vectores T1R se ensamblan para formar receptores de sabor funcionales.
Particularmente, se ha descubierto que la co-expresion del TIR1 y T1R3 da como
resultado un receptor de sabor que responde a los estimulos de sabor umami, que
incluyen glutamato de monosodio. También, se ha descubierto que la coexpresion
de los receptores T1IR2 y T1R3 da como resultado un receptor de sabor que
responde a estimulos de sabor dulce que incluyen endulzantes de ocurrencia

natural y artificial.

También, la presente invencion se relaciona con el uso de receptores de sabor

hetero-oligoméricos que comprenden T1R1/T1R3 y T1R2/T1R3 en ensayos para

3(
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identificar los compuestos que responden respectivamente a estimulos de sabor

umami y a estimulos de sabor dulce.

La invencién también se relaciona con quimeras y versiones truncadas de T1R1,
T1R2, T1R3, asi como también quimeras de receptores TIR1/T1R3 y T1R2/T1R3

que comprenden humanos, ratas, o subunidades de humanas y de rata.

Ademas, la invencién se relaciona con la construccion de lineas celulares que
expresan estable o transitoriamente una combinacién de T1IR1y T1R3, o TIR2 y
T1R3; que incluyen versiones truncadas o quiméricas de aquellas subunidades asi
como también receptores quiméricos que comprenden subunidades tipo silvestre o

quimeérico; bajo condiciones constitutivas o inducibles.

También se suministra el uso de estas lineas celulares en ensayos basados en
célula para identificar los compuestos modulatorios de sabor umami y dulce como,
particularmente, ensayos de rastreo de caudal que detectan la actividad del

receptor mediante el uso de imagenes fluorométricas
La invencion también se relaciona con compuestos que se unen a receptores
T1R1/T1R3 y T1IR2/T1R3, asi como también subunidades quiméricas y truncadas

T1R1, T1R2, y T1R3 y a receptores quimér'icos.

Descripcién de la Técnica Relacionada

El sistema de sabor suministra informacién sensorial acerca de la composicion
quimica del mundo externo. Se cree que los mamiferos tienen cinco modalidades

de sabor basicas: dulce, amargo, agrio, salado, y umami. Ver, por ejemplo,

3t
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Kawamura et al., Introduction to Umami: A Basic Taste (1987); Kinnamon et al.,
Ann. Rev. Physiol., 54:715-31 (1992), Lindemann, Physiol. Rev., 76:718-66 (1996);
Stewart et al., Am.J. Physiol., 272: 1-26(1997). Cada modalidad de sabor se cree
que es mediada por un receptor o receptores de proteina distintos que son
expresados en células de receptor de sabor encontradas en la superficie de la
lengua (Lindemann, Physol. Rey. 76: 718-716 (1996). Los receptores de sabor que
reconocen los estimulos de sabor amargo, dulce, y umami pertenecen a la
superfamilia del receptor acbplado de proteina G (GPCR) (Hoon et al., Cell 96:
451 (1999); Adler et al., Cell 100: 693 (2000). (Otras modalidades de sabor se

creen que son mediadas por canales de ion.)

Los receptores acoplados a la proteina G median muchas otras funciones
fisiolégicas, tal como funcidon endocrina, funcién exocrina, ritmo cardiaco, lipdlisis,
y metabolismo de carbohidratos. El andlisis bioquimico y la clonaciéon molecular de
un numero de tales receptores han revelado muchos principios basicos con
relacion a la funcién de estos receptores. Por ejemplo, la patente Estadounidense
No. 5,691,188 describe como al unirse a un ligando GPCR, el receptor sufre un
cambio conformacional que conduce a la activacion de una proteina G
heterotrimérica al promover el desplazamiento de GDP unido por GTP sobre la
superficie de la subunidad Go y subsecuente disociaciéon de la subunidad Go de
las subunidades G y Gy. Las subunidades Ga y los complejos GBy activan los

elementos corrientes bajo una variedad de celdas de transduccion de sefial.

Los receptores T1R se consideraban con la hipétesis previa que funcionaban con
receptores de sabor dulce (Hoon et al., Cell 96: m541-51 (1999), kitagawa et al.,
Biochem Biophys Res. Comun. 283: 236-42 (2001), Max et al., Nat. Genet. 28; 58-

63 (2001); Montmayeur et al., Nat. Neurosci. 4: 412-8 (2001), Sainz et al., J.
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Neurochem. 77: 896-903 (2001)), y Nelson et al. (2001) y Li et al (2002)
recientemente han demostrado que la rata y el humano, respectivamente, T1R2 y

T1R3 actian en combinacion para reconocer los estimulos de sabor dulce.

Sin embargo, subsiste en la técnica la necesidad de nuevos y mejorados agentes
saborizantes. Por ejemplo, uno de los cinco sabores basicos conocidos es el
“ajedrea” o “umami” de glutamato de monosodio (“MSG”). EI MSG es conocido por
producir reacciones adversas en algunas personas, pero se ha hecho muy poco
progreso para identificar los sustitutos artificiales para MSG. Es conocido que
pocos materiales de ocurrencia natural pueden incrementar o mejorar la
efectividad del MSG como un agente saborizante de ajedrea, de tal forma que
menos MSG serian necesarios para una aplicacion de sabor dado. Por ejemplo,
los compuestos de nucleétido de ocurrencia natural inosina monofosfato (IMP) o
guanosina monofosfato (GMP) son conocidos por tener un efecto multiplicador
sobre el sabor de ajedrea de MSG, pero el IMP y el GMP son muy dificiles y
costosos de aislar y purificar de fuentes naturales, o sintetizar, y de esta manera
solo tienen aplicacion practica limitada a la mayoria de necesidades en
composicioneé de alimentos o medicinales. Compuestos menos costosos que
suministrarian el sabor del MGS mismo, o mejorarian la efectividad de muchos
MSG que estan presentes podrian ser de muy alto valor. Similarmente, el
descubrimiento de compuestos que son nuevos endulzantes “alta intensidad” (es

decir, ellos son muchas veces mas dulces que la sucrosa) serian de valor.

Lo que se necesita en la técnica es la identificacién y caracterizacién de
receptores de sabor que funcionan como receptores de dulce y umami, ensayos
para identificar compuestos que modulan (mejoran o bloquean) el sabor dulce y

umami, y los compuestos que se unen especificamente a estos receptores.
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Resumen de la Invencidn

La presente invencién suministra receptores quiméricos que comprenden varias
combinaciones de TIR de humano y de rata, tal como el receptor TIR2/T1R3
quimeérico que comprende una subunidad T1R2 humana y una subunidad T1R3 de
rata; un receptor T1R2/T1R3 quimérico que comprende una subunidad T1R2 de
rata y una subunidad T1R3 humana; una subunidad de receptor T1R2 quimérica
gue comprende un dominio extracelular humano, un dominio de transmembrana
de rata y un dominio intracelular de rata; y una subunidad de receptor T1R3
quimeérica que comprende un dominio extracelular de rata, un dominio

transmembrana humano y un dominio intracelular humano.

La presente invencion también suministra compuestos que se unen
especificamente al TIR1, T1R2, T1R3, T1R1/ T1R3 y T1R2/ T1R3, o subunidades
aisladas, fragmentos, quimeras o versiones truncadas de estos como se describe

aqui.

La presente invencion se relaciona con el descubrimiento de que diferentes
combinaciones de T1R, que cuando se coexpresan, producen receptores de sabor
funcional que responden a estimulos de sabor. Particularmente, la presente
invencion se relaciona con el descubrimiento de que la coexpresion de T1R2 y
T1R3 da como resultado un receptor de sabor hetero-oligomérico que responde a
estimulos de sabor dulce. También, la presente invencién se relaciona con el
descubrimiento de que la coexpresion de T1R1 y T1R3 da como resultado un
receptor de sabor hetero-oligomérico que responde a estimulos de sabor umami

tal como glutamato de monosodio.

<<
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La presente invencion también se relaciona con lineas de células que coexpresan
T1R1 y T1R3, que incluyen humano o rata, o T1R2 y T1R3, que incluyen humano
o rata. En modalidades preferidas estas lineas de células expresaran cantidades
elevadas de los receptores, bien sea constitutiva o inducidamente. Estas lineas de
células incluyen células que expresan transitoria 0 establemente T1R1y T1R3 o

T1R2y T1R3.

También, la presente invencion suministra ensayos, preferiblemente ensayos de
rastreo de caudal, que utilizan el receptor de sabor T1R2/ T1R3, o el receptor
T1R1/ T1R3, preferiblemente ensayos basados en célula de caudal alto, para
identificar compuestos que maduran el sabor dulce 0 umami. La invencion también
suministra ensayos que incluyen ensayos de sabor para confirmar que estos

compuestos modulan el sabor dulce o sabor umami.

La invencion también se relaciona con compuestos que se unen al dominio
extracelular N-terminal de T1R2, compuestos que se unen al ddminio rico en
cisteina del T1R2, compuestos que se unen al dominio de transmembrana de
T1R3, compuestos que se unen al dominio de transmembrana de T1RS3,
compuestos que se unen al dominio de transmembrana de T1R2 de un receptor
truncado h2TM/H3TM, y compuestos que se unen al dominio de transmembrana

de T1R3 de un receptor truncado h2TM/H3TM, por ejemplo.
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Breve Descripcion de las Figuras

La Figura 1 contiene un alineamiento de secuencia de T1R de humano y rata,
receptor que siente el calcio humano y un receptor de glutamato metabotropico de

rata.

La Figura 2 contiene los resultados experimentales de la amplificaciéon RT-PCR

que muestran que el hT1R2 y hT1R3 son expresados en tejidos de sabor.

La Figura 3a-3b contiene datos funcionales (respuestas de calcio intracelular)
elicitadas por diferentes estimulos de sabor dulce en células HEK que expresan
establemente G,15 que son transitoriamente transfectados con T1R2, T1R3 y
T1R2/ Ti R3 humano en varias concentraciones de estimulos de sabor dulce
(Figura 3a), La dosis T1R2/ T1R3 humana responde a varios estimulos de sabor
dulce (Figura 3b); respuestas T1R2/ T1R3 a sucrosa en la presencia de
gurmarina, y respuestas del receptor f2-adrenérgico endégeno isoproterenol en la
presencia de gurmarina. La Figura 3c contiene la respuesta normalizada de

diferentes endulzantes.

La Figura 4 contiene respuestas de calcio intracelular en células HEK que
expresan establemente Ga15, transfectadas transitoriamente con hT1R2/hT1R3,
rT1IR2 y rT1R3, hT1R2 y rT1R3 en respuesta a 350 mM de sucrosa, 25 mM de

triptéfano, 16mM de aspartamico, y 0.05% de monelina.

La Figura 5 contiene los resultados de un ensayo basado en un reactor con plato
de fluorescencia en donde las células HEK que expresan establemente Ga15 que

fueron transfectadas transitoriamente con hT1R2 y hT1R3 o hT1R3 solo y puestos
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en contacto con tinte de calcio Fluo-4 y estimulo de sabor duice (12,5 mM de

ciclamato).

La Figura 6 contiene curvas de respuesta de dosis normalizada que muestran que
la funcién hT1R2 y hT1R3 en combinacién con el receptor de dulce humano
basado en su interaccion especifica de dosis con varios estimulos dulces (trp,

ciclamato, sucrosa, neotamo, aspartamo, sacarina y Acek).

La Figura 7 contiene informacién estructural que se relaciona con mGluR1 y T1R1
que muestra que los residuos clave de accién de unién de ligando son cbservados

en estas moléculas.

La Figura 8a-8c contiene datos funcionales que muestran las células HEK que
expresan establemente Goa15 que son transfectados transitoriamente con
T1R2/T1R3 que responden al glutamato en un ensayo basado eh calcio
intracelular. La Figura 8a muestra que el calcio intracelular se incrementa en
respuesta al incremento de la concentracion de glutamato; la Figura 8b muestra
respuestas de caicio intracelular IMP (2 mM), glutamato (0,5 mM) y 0.2 mM IMP;
La Figura 8c muestra respuestas T1R1/T1R3 humanas a glutamato en la

presencia y ausencia de 0.2 mM IMP.

Las Figuras 9a-9b contienen respectivamente los resultados de un ensayo
detenido de inmunofluorescencia que utiliza hT1R2 marcado con Myc y un
experimento FACS que muestra la incorporacién del péptido PDZIP (ID de Sec

No.: 1) mejora la expresion de un T1R (h T1R2) sobre la membrana de plasma.
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La Figura 10a a 10b contiene datos de imagenes de calcio que demuestran que el

hT1R2/T1R3 responden a diferentes estimulos de dulce.

La Figura 11 muestra las respuestas de lineas celulares que expresan
establemente hT1R1/hT1R3 mediante imagenes fluorescentes automatizadas a

estimulos de sabor umami.

La Figura 12 muestra la respuesta de una linea celular que expresa establemente
hT1R2/hT1R3 mediante imagenes fluorescentes automatizadas a estimulos de

sabor dulce.

La figura 13 muestra curvas de respuesta de dosis determinadas utilizando
imagenes fluorescentes automatizadas para una linea celular que exprese
induciblemente el Areceptor de sabor T1R1/T1R3 para el L-glutamato en la

presencia y la ausencia de 0,2 mM de IMP.

Las figuras 14 y 15 muestran la respuesta de una linea celular que expresan
induciblemente el receptor de sabor T1IR1/T1R3 (clon 1-17) a un panel de L-
aminoacidos. En la figura 14 diferentes C-aminoacidos en 10 mM fueron
ensayados en la presencia y ausencia de 1 mM IMP. En la figura 15 las

respuestas a dosis para aminoacidos se determinaron en la presencia de 0,2 mM

de IMP.

La figura 16 muestra que el lactisol inhibe las actividades del receptor del

T1R2/T1R3 humano y el T1R1/T1R3 humano.
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La figura 17 muestra esquemas de quimeras T1R.de humano-rata Las quimeras
son construidas al fusionar los dominios extracelulares de humano o de rata a los
dominios de transmembrana de rata o humano, respectivamente, como se

muestra en el h2-r2, r2-h2, h3-r3 y r3-h3. .

La Figura 18 muestra neohesperidina dihidrochalcona (NHDC) mejora las
actividades del receptor de sabor umami T1R1/T1R3. [neohesperidina
dihidrochalconal= 5 pM. la curva de respuesta de dosis de glutamato es cambiada
a la izquierda por 2,3 veces (panel izquierdo) y la respuesta de dosis de

glutamato/IMP es cambiada a la izquierda por 2,1 veces.

La Figura 19 muestra que los endulzantes de control no afectan las actividades del
receptor de sabor umami T1R1/T1R3 [esteviocida]=0,5 mM [sacarina]= 1mM. La
respuesta de dosis de glutamato es mostrada en el panel izquierdo y la respuesta

de dosis de glutamato/IMP es mostrada en el panel derecho.

La figura 20 muestra los mapas NHDC del dominio de transmembrana del T1R3

humano.

La figura 21 muestra el mapeo de un compuesto al dominio de transmembrana

T1R2 humano.

La figuras 22a-d muestran endulzantes que mapean los diferentes
dominios/subunidades del receptor de dulce humano. La figura 22a muestra las
respuestas de los receptores de dulce en humano y rata a sucrosa (200 mM),
aspartamo (10 mM), al neotamo (0,1 mM), ciclamato (10 mM), y sucrosa (200 mM)

en la presencia de lactisol (1 mM) (Suc/Lac). Las células HEK-293T fueron

40



WO 2005/015158 , 11 ' PCT/US2004/025459

transfectadas transitoriamente con T1R2, T1R3 y G5 quimera G5 de humano o
rata, y ensayado para incremento de calcio intracelular respuesta a endulzantes.
La figura 22b muestra que el aspartamo y neotamo fueron mapeados al dominio
extracelular N-terminal de T1R2 humano. Las combinaciones de quimeras T1R
fueron transfectadas transitoriamente en células HEK-293T con Gysu, y ensayadas
las repuestas a endulzantes a las concentraciones listadas en 23a. La presencia o
ausencia de respuesta es lo que es importante. La figura 22¢ muestra que el
ciclamato fue mapeado en el dominio de transmembrana C-terminal de humano
T1R3. La Figura 22d muestra que el lactisol fue mapeado al dominio de
transmembrana de T1R3 humano. Diferentes combinaciones de quimeras T1R
fueron transfectadas transitoriamente en células HEK-293T con G Ggysi, Y
ensayadas para respuestas a sucrosa (200 mM) y a AceK (10 mM) en la ausencia
o presencia del lactisol (1 mM). Las actividades en B, C y D representan la media
+ SE del numero de células que responden a cuatro campos de imagen de ~1,000

células confluentes.

La Figﬁra 23 a-d muestra mutaciones en el T1IR2 o T1R3 que afectan
selectivamente la actividad de diferentes endulzantes. La Figura 23a muestra
alineacién de secuencia del dominio de unién del ligando N-terminal de GIuRS de
rata con los T1R2 de humano y roedor. Los 8 aminoacidos criticos involucrados en
la unién de ligando en el mGIuRS son marcadas con *, tres de los 8 aminoacidos
se conservan en T1R2 y estan subrayados. La Figura 23b muestra dos puntos de
mutaciones en el dominio extracelular N-terminal de T1R2 humano que elimina la
respuesta a aspartamo y neotamo sin afectar el ciclamato. Las lineas celulares
adecuadas de hT1R2/hT1R3 (WT), hT1R2 S144A/hT1R3 (S144A) y hT1R2
E302A/hT1R3 (E302A) se generaron como se describié en los ejemplos. Las

respuestas a dosis de estas lineas estables se determinaron sobre FLIPR para
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sucrosa, aspartamo, neotamo, y ciclamato. Las actividades representan la media +
SE de veces de incremento en las intensidades de fluorescencia para cuatro
pozos registrados. La Figura 23¢c muestra el alineamiento se secuencia de los
dominios de transmembrana T1R3 de humano y roedor. Los tres bucle s
extracelulares estan subrayados y marcados EL1, 2, 0 3 de acuerdo con su orden
en las secuencias de proteina. La Figura 23d muestra mutaciones en el bucle
extracelular del hT1R3 que elimina la respuesta a ciclamato sin afectar el
aspartamo. Cada uno de los tres bucle s extracelulares del hT1R3 se
reemplazaron con secuencia de proteina de rata separadamente, y los mutantes
hT1R3 resultantes se transfectaron transitoriamente en células HEK-293T junto
con Gy, S€ ensayaron para reépuestas a sucrosa (200 mM), aspartamo (10
mM), y ciclamato (10 mM). Las actividades representan la media + SE del nimero
de células que responden para cuatro campos de imagen de ~1,000 células

confluentes.

La Figura 24a-b muestra que el T1R2 es requerido para el acoplamiento del G5,
La Figura 24a muestra la respuesta de los receptores de dulce humano, de rata y
quimeérico a sucrosa (200 mM) y AceK (10 mM). Las células G5 estables fueron
trahsfectadas transitoriamente con los T1R humano, de rata o quiméricos, y
ensayados su incremento de calcio intracelular en respuesta a los endulzantes. La
Figura 24b muestra que el acoplamiento de G5 es mediado por T1R2 humano.
Las actividades representan la media + SE delv numero de células que responden

a los cuatro campos de imagen de ~1,000 células confluentes.

La figura 25a-f muestra el efecto del lactisol y ciclamato sobre el receptor umami
T1R1/T1R3humano. La figura 25a muestra la respuesta de la linea celular estable

T1R1/T1R3 humano al L-glutamato (56 mM) y L-glutamato/IMP (1/0,2 mM) en la
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ausencia y presencia del lactisol (5 mM). La figura 25b muestra que las curvas de
inhibicion de lactisol dependientes de dosis se determinaron para L-glutamato
(Glu), y el L-glutamato con 0,2 mM de IMP (Glu/IMP), cada a una a dos diferentes
concentracfones. Los IC50 son 0,19 0,02 mM y 0,21 + 0,01 mM para el L-
glutamato a 8 y 80 mM; a 0,35 £ 0,03 mMy 0, + al 0,06 mM para L-glutamato con
IMP en 0,8 y 8 mM respectivamente. La figura 25¢ muestra la respuesta de dosis
para el L-glutamato, con o sin 0,2 mM dé IMP, fueron determinados en la
presencia de diferentes concentraciones de lactisol. En la presencia de 0,25, o 50
pM de lactisol, los EC50 son 9,9 £ 1,56 mM, 7,9 £+ 0,5 mM, y 7,0 £ 0,3 mM para L-
glutamato; en la presencia de 0,100, o 200 uM de lactisol, los ECso son 0,53 + 0,04
mM, 0,71 £ 0,10 mM, y 0,84 + 0,10 mM para el L-glutamato con IMP. Los valores
representan la media £+ SE para cuatro réspue_stas independientes. La figura 25d
muestra el umbral de deteccion para estimulos de sabor dulce, umami, y salado
fueron determinadas en la presencia o ausencia de lactisol. El efecto de inhibicion
del lactisol se muestra como incrementos de veces en los umbrales de deteccién.
"Umbrales de deteccion" son definidos como el limite inferior de degustantes
detectables. Los valores del umbral de deteccién fueron promediados sobre cuatro
ensayos para tres sujetos. La figura 25e muestra la respuesta de la linea celular
estable T1R1/T1R3 de humano a nivel de umbral de L-glutamato (4 mM) y el
carbacol agonista receptor M2 enddgeno que fueron ensayados sobre el FLIPR en
ausencia y presencia de varias concentraciones de ciclamato. La figura 25f
muestra las respuestas de dosis de la linea de célula estable T1IR1/T1R3 humana
que fueron determinadas sobre el FLIPR para L-glutamato con o sin 0,2 mM IMP
en ausencia y presencia de ciclamato (8 mM). Las actividades en B, C, Ey F
representan la media + SE de las veces de incremento en las intensidades de
fluorescencia para cuatro pozos registrados. Las resbuestas de dosisen B, C,Ey

F se reprodujeron al menos 6 veces independientemente.
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La Figura 26 muestra un modelo de trabajo para las relaciones estructura-funcién
del receptor de sabor umami. Las flechas llenas indican la activacién directa, las

flechas abiertas indican mejoramiento, y las cabezas de barra indican inhibicién.

La figura 27a muestra todas las 16 combinaciones de los TIR y las quimeras que
fueron ensayadas para respuesta a endulzantes y lactisol. rT1R2/T1R3H-R,
rTIR2/nT1R3, y T1R2H-R/T1R3R-H muestran una respuesta significativa al
ciclamato y ellos pueden ser inhibidos por lactisol. Las quimeras de T1R fueron
transfectadas transitoriamente en células de HEK-293T con G5/ Las actividades
representan la media + SE del nimero de células que responden a cuatro campos
de imagen de ~1,000 células confluentes, cada unidad sobre el eje Y representa
50 células que responden. Abreviaturas: Suc (sucrosa 100 mM); Suc/Lac (sucrosa
100 mM, lactisol 1 mM); AceK (acesulfamo K 10 mM); AceK/Lac (acesulfamo K 10
mM, lactisol 1 mM); ATM (aspartamo 10 mM); NTM (neotamo 10 mM); Cic
(ciclamato 10 mM). La figura 27b muestra las curvas de inhibicion dependientes de
dosis del lactisol del receptor de dulce de humano que fueron determinadas para
sucrosa (Suc), sacarina (Sac), y el D-triptofano (D-Trp), céda una a dos diferentes
concentraciones. Los IC50 son 19,6 £ 0,1 uM. y 64,6 £ 0,3 pM para sucrosa en 50
mMy 120 mM; 22,6 £ 0,1 upMy 103 £ 7, uM para sacarinaa 0,1y 2 mM; 19,9 + 0,2
uMy 168 + 9 uM para D-triptofano respectivamente. La figura 27c muestra que las
respuestas de dosis del receptor de dulce de humano para sucrosa, D-Trp y
sacarina fueron determinadas con diferentes concentraciones de lactisol. En la
presencia de 0,10, o 20 uM de lactisol, los ECso son 19,4 + 0,9 mM, 24,7 + 1,0
mM, y 31,3 + 0,3 mM para sucrosa; 0,37 + 0,02 mM, 0,60 + 0,03 mM, 0,94 + 0,08
mM paravD-Trp; 42 + 3 pM, 67 £ 6 puM, 118 £ 2 uM para sacarina. Los valores

representan la media + SE para cuatro respuestas independientes. Las respuestas
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a dosis en B y C fueron determinadas al menos 6 veces independientemente, y

generaron resultados similares los demostrados aqui.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las invenciones suministran compuestos que se unen especificamente a los
- receptores de sabor tipo silvestre y dulce quimérico y umami descritos aqui. Se
suministran ademas compuestos que se unen especificamente a las subunidades

T1R2 o T1R3 quiméricas o truncadas de los receptores de dulce y umami.

La construccion del receptor de dulce T1R2/T1R3 define un gran género de
moléculas. El receptor responde a cada sabor endulzado, incluyendo azlcares de
carbohidrato, aminoacidos y derivados proteinas dulces y endulzantes sintéticos.
Mientras tanto, el receptor inhibe la estero-selectividad para ciertos endulzantes,
por ejemplo, este responde a D-triptofano y no a L-triptofano, que estad en

correlacion con los datos fisiologicos de sabor.

Asi, los compuestos de la inyencién se unen especificamente a los receptores
quimeéricos. Los ejemplos incluyen, pero no estan limitados a, un receptor
T1R2/T1R3 quiméricd que comprende una subunidad T1R2 humana y una
subunidad T1R3 de rata; un receptor T1R2/T1R3 quimérico que comprende una
subunidad T1R2 de rata y una subunidad T1R3 de humano; una subunidad
receptora T1R2 quimérico que comprende un dominio extracelular humano, un
dominio de transmembrana de réta y un dominio intracelular de rata; y una
subunidad de receptor T1R3 quimérica que comprende un dominio extracelular de

rata, un dominio de transmembrana humano y un dominio intracelular humano. La
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invencién suministra los | receptores de sabor funcionales, preferiblemente
receptores de sabor humano, que son producidos mediante la co-expresion de
una combinacioén de diferentes T1R, preferiblemente TIRI/T1R3 o T1IR2/T1R3,y o
los correspondientes las secuencias de acidos nucleicos aisladas, o fragmentos,
quimeras, o variantes de estos que luego de la co-expresién dan como resuitado
un receptor de sabor funcional, es decir, un receptor de sabor dulce (T1R2/T1R3)

o un receptor de sabor umami (T1R1/T1R3).

Los T1R, una familia de la clase de los receptores acoplados C G proteinas
(GPCRs), son selectivamente expresados en tejido de sabor (Hoon, M. A., et al.,
Cell, 1999.96 (4): p. 541-51, Bachmanov, A. A., et‘ al., Chem Senses, 2001.26 (7):
p. 925-33, Montmayeur, J.P., et al., Nat-Neurosci, 2001.4 (5): p. 492-8, Max, M., et
al., Nat Genet, 2001. 28 (1): p. 68-63, Kitagawa, M., et al., Biochem Biophys Res
Commun, 2001.283 (1): p. 236-42 and Nelson, G.,et al., Cell, 2001.106 (3): p. 381-
90). La expresién funcional de los TIR en células HEK293 revelaron que diferentes
combinaciones de T1R responden a estimulo de sabor umami y dulce (Nelson, G.,
et al., Cell, 2001.106 (3): p. 381-90, Li, X., et al., Proc Natl Acad Sci U S A,
2002.99 (7). p. 4692-6.) T1R2 y T1R3, cuando se co-expresan en 293 células,
reconocen diversos endulzantes naturales y sintéticos [por la razén mencionada
anteriormente re “diverso”, por favor consideres si necesitamos esta seccion para
mejora. Si no, se suprimiria. Lo podemos discutir], aunque T1R1 y T1R3
reconocen los estimulos de sabor umami L-glutamato, y esta respuesta es
mejorada por 5’.ribonucleétidos, un contraste de sabor umami. Los datos

trnasgénicos confirmaron que el T1R de hecho media para el dulce para ratén y

los sabores umami (Damak, S., et al., Science, 2003 301 (5634): p. 850-3, Zhao,’

G. Q. etal., Cell 2003 Oct 31; 115 (3): 255-66).
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La clase cGPCR posee un dominio extracelular N-terminal grande, a menudo
determinado como el dominio “Venus flytrap™ (VFD) (Pin, J. P., Pharmacol Ther,
2003 98 (3): p. 325-54), y son conocidos por funcionar como cualquiera
homodimeros, en el caso de los receptores metabotrépico glutamato (mGIuRs) y
receptor que siente el calcio (CaR), o los heterodimeros, en el caso del receptor
acido y-aminobutirico (GABAgR). Los datos de expresiéon funcional muestran un
mecanismo heterodimero para los T1R: tanto el T1R1 como el T1R2 necesitan ser
co-expresados con T1R3 para ser funcionales, lo que es soportado por los

patrones de expresion translapantes de los T1R en lengua de roedor.

Se establece aqui que los miembros de la familia T1R acttan en combinacioén con
otros miembros de la familia T1R para funcionar como receptores de sabor dulce y
umami. Como se describe en detalle adicional infra en los ejemplos
experimentales, se ha demostrado que las células heterélogas que co-expresan
hT1R2 yhT1R3 son activadas selectivamente mediante estimular el sabor dulce en

una manera que semejan el sabor de dulce en humano.

Por ejemplo, las células HEK-293-G,s que co-expresan hT1R2 y hT1R3
responden significativamente al ciclamato, sucrosa, aspartamo, y sacarina, y las

respuestas de dosis para estos compuestos se correlacionan con los umbrales de

deteccion de sabor sicofisicos.

También, como se soporta con los datos en los ejemplos experimentales, se ha
mostrado que las células que co-expresan hTIRI y hT1R3 son activadas
selectivamente mediante glutamato (glutamato de monosodio) y 5'-ribonucleétidos
de una manera que reflejan el sabor umami en humanos. Por ejemplo, las células

HEK-293-G, 5 que co-expresan hTIRI y hT1R3 responden especificamente al
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glutamato y la respuesta de dosis para este compuesto con sabor umami se
correlaciona con su umbral de deteccion de sabor sicofisico. Mas aun, los 5'-
ribonucledtidos tales como el IMP mejoran la respuesta del glutamato el receptor

T1R1/T1R3, una caracteristica de sinergismo del sabor umami.

Ademas, como se muestran mediante los datos experimentales en los ejemplos se
ha mostrado que las células que co-expresan estable e indeciblemente el
T1R1/T1R3 responden selectivamente a los estimulos de sabor umami L-
glutamato y L-aspartato y solamente responden débilmente a los otros L-
aminoacidos y en muchas mayor concentracion, suministrando evidencia adicional
de que el receptor TIR1/T1R3 se puede utilizar en ensayos para identificar los

compuestos que modulan (mejoran o bloquean) los estimulos de sabor umami.

Ejemplos de compuestos que se unen especificamente al receptor dulce y

modulan el sabor dulce se pueden encontrar en la tabla 5.

Las tablas 1-4 suministran ejemplos de compuestos que se unen especificamente

al receptor umami y modulan el sabor umami.
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También, como se soporta mediante los datos experimentales en los ejemplos, se
ha mostrado que lineas celulares que co-expresan el TIR1/T1R3 o el T1R2/T1R3
responden respectivamente a los estimulos de sabor umami y dulce y la manera
de respuesta a dosis cuantitativa que soporta adicionalmente una conclusién que
se une especificamente al receptor TIR1/T1R3 y el T1IR2/T1R3 que se puede
utilizar para definir agonistas y antagonistas receptores, por ejemplo, MSG
sustitutos, bloqueadores umami, endulzantes artificiales y naturales novedosos, y

blogueadores de dulce.

También, como se soporta por los datos en ejemplos experimentales, se ha
demostrado que el bloqueador de sabor dulce lactisol inhibe tanto el receptor de
dulce T1R2/T1R3 como el receptor de sabor umami T1R1/T1R3. Los compuestos
que se suministran aqui mejoran, semejan, modulan o bloquean los sabores dulce
o umami. El hecho de que el lactisol inhiba tanto los receptores T1R1/T1R3 como
T1R2/T1R3 sugieren que estos receptores pueden compartir una subunidad
comun que esta unida por un lactisol y potencialmente otros moduladores de
sabor. Por lo tanto, esto muestra que algunos compuestos que mejoran, semejan,
modulan o bloguean el sabor dulce pueden tener un efecto similar sobre el sabor

umami o viceversa.

Ademas, como se soporta por los datos en ejemplos experimentales, se ha
demostrado que lineas celulares que co-expresan establemente los T1R, es decir
T1IR1/T1R3 o T1R2/T1R3, cuando se ensayan mediante imagenes de
fluorescencia automatizada responden muy efectivamente a varios estimulos de
sabor dulce y umami, es decir a magnitudes substancialmente mayores que
celulas transfectadas transitoriamente. Asi, estas lineas celulares son

especialmente bien adecuadas para uso en ensayos de rastreo de caudal alto
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para identificar compuestos que modulan, bloquean, semejan, o mejoran el sabor
dulce o umami. Sin embargo, la invencion también comprende ensayos que

utilizan células que expresan transitoriamente un T1R o combinacién de estos.

Mas aun, aunque la solicitud contiene datos que demuestran que algunos T1R
actuan en combinacion, particularmente con TIR1/T1R3 y T1IR2/T1R3, y que tales
combinaciones de receptor se pueden utilizar en ensayos, preferiblemente
ensayos de caudal alto, se debe notar que la invencién objeto también comprende
ensayos que utilizan T1R1, T1R2 y T1R3 solos o en combinacidn con otras

proteinas, por ejemplo, otros GPCRs.

Existen diferencias en el sabor dulce en humanos y roedores en términos de
especificidad de ligando, eficiencia que acopla la proteina G, asi como también
sensibilidad a los inhibidores. Diferencias de especies en la especificidad del
ligando T1R se puede utilizar para demostrar que el receptor de sabor dulce
funciona de hecho como un complejo heteromérico, y que existe mas de un sitio
de union de ligando sobre el receptor. Ademas, un enlace funcional entre los

receptores dulce y umami mediados por el T1R3 se ha mostrado (Ejemplo 16).

Tanto los receptores humanos como de rata pueden acoplarse eficientemente a
un Ggs quimérico con la secuencia de cola C-terminal del G (Gatsm). Por
ejemplo, el T1IR2/T1R3 humano pero no de rata responde selectivamente a un
grupo de endulzantes' que incluyen aspartamo, neotamo, y ciclémato. Este es
consistente con los datos fisioldgicos de sabor. Estas diferencias en especificidad
agonista se pueden utilizar para mapear sus sitios de unién sobre el receptor. Un
T1R quimérico se puede generar entre los genes humanos y de rata, con una

uniéon inmediatamente anterior al dominio de transmembrana. Cada una de
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quimeras T1R consiste por lo tanto de dos mitades, el dominio extracelular N-
terminal, y el dominio de transmembrana intracelular C-terminal, de diferentes
especies. Por ejemplo, un T1R2 quimérico, denominado T1R2-R tiene secuencia
de N-terminal de T1R2 fusionado a la secuencia C-terminal T1R2 de rata.

Respuestas a estas quimeras pueden ser ensayadas (Figura 22).

Los compuestos novedosos y.los sabores, saborizantes y mejoradores de dulces
novedosos fueron descubiertos en serie quimicas de derivados amida. Los
compuestos amida también comprenden ciertas subclases de derivados amida o
clases de derivados relacionados con amidas tales como por ejemplo, ureas,
uretanos, oxalamidas, acrilamidas, y similares. Estos compuestos, cuando se
utilizan junto con sucrosa o solos, incrementan una respuesta in vitro o se
incrementan concomitantemente la percepcion de dulce en el sabor de humanos.
Estos compuestos mejoran otros saborizantes de dulces naturales y sintéticos.

Ejemplos de estos compuestos se listan en la tabla 5.

En una modalidad, la invencién suministra compuestos novedosos, saborizantes,
degustantes, mejoradores de sabor, compuestos modificantes de sabor, y/o

composiciones que los contienen.

En una modalidad mas especifica, la invencion suministra saborizantes dulces
novedosos, degustantes duices, mejoradores de sabor, dulce y modificadores de
sabor dulce y composiciones que los contienen. Mas particularmente, en otra
modalidad, la invencién esta dirigida a compuestos que modulan, inducen,
mejoran, o inhiben los degustantes dulces naturales o sintéticos, por ejemplo, los

de ocurrencia natural y los endulzantes sintéticos.
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En otra modalidad, la invencién suministra composiciones, preferiblemente
composiciones adecuadas para el consumo humano o animal, que contienen al
menos un compuesto de la invencién. Estas composiciones incluyen alimentos,
bebidas y medicinas, y aditivos de alimento que cuando se agregan a los
alimentos, bebidas o y medicinas modulan el sabor de estas, particularmente al

mejorar el sabor dulce de estos.

Otra modalidad de la invencion esta dirigida al uso d'e un compuesto de la
invencién para modular el sabor dulce de una comida, bebida o medicina deseada,
cuya composicion puede comprender unos o mas de otros compuestos que
elicitan un sabor dulce. Estos compuestos, cuando elios se utilizan juntos con
endulzantes de ocurrencia natural o sintéticos, no sélo incrementan una respuesta
in vitro sino también intensifican el dulce y otras percepciones de sabor en el sabor
de los humanos. Estos compuestos especificos, cuando son utilizados juntos con
degustantes de dulce, tal como los endulzantes de ocurrencia natural y sintética,
no sélo incrementan la respuesta T1R2/T1R3 in vitro sino también intensifican el

sabor dulce y otras percepciones de sabor o en los sabores de humano.

Los compuestos novedosos y el sabor, degustante, y mejoradores umami
novedosos y degustantes, tales como amidas, ureas, amino-amidas, amido-
amidas, y B-lactamas también son descritos aqui. Estos compuestos, cuando se
utilizan juntos con MSG solos, incrementan una respuesta in vitro y la percepcion
umami en degustantes para humano. Estos compuestos también mejoran otros
degustantes umami naturales y sintéticos. Ejemplos de estos compuestos son

listados en las tablas 1-4.
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En una modalidad, la invencién suministra compuestos novedosos, saborizantes,
degustantes, mejoradores de sabor, mejoradores de gusto, compuestos que

modifican el sabor, y/o composiciones que los contienen.

En una modalidad especifica, la invencidon suministra saborizantes umami,
degustantes umami, mejoradores de sabor umami, y modificadores de sabor
umami novedosos y las composiciones que los contienen. Mas particularmente, en
otra modalidad, la invencion esta dirigida a compuestos que modulan (inducen,
mejdran o inhiben) los degustantes naturales o sintéticos umami, por ejemplo,

glutamato monosédico (MSG).

En otra modalidad, la invencién suministra composiciones, preferiblemente
composiciones apropiadas para el consumo humano o animal, que contienen por
lo menos un compuesto de la invenciéon. Estas composiciones incluyen comidas,
bebidas y medicamentos, y aditivos alimenticios que cuando estan agregados a
los alimentos, bebidas o medicamentos modulan el sabor de estos,

particularmente al mejorar el sabor umami de estos.

Otra modalidad de esta invencién se dirige al uso de un compuesto de la invencién
para modular el sabor umami de una comida, bebida o medicina deseada, cuya
composiciéon pueda comprender uno o mas de otros compuestos que elicitan un
sabor umami, por ejemplo, MSG. Estos compuestos, cuando ellos son utilizados
juntos con MSG, no solamente incrementan una respuesta in vitro sino también
intensifican el sabor umami y otras percepciones en el sabor de humanos. Estos
compuestos especificos, cuando ellos fueron utilizados juntos con los degustantes
umami, tal como el MSG, no solamente se incrementa la respuesta T1R1/T1R3 in

vitro sino también intensificaron el sabor umami y otros sabores o percepciones de
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sabor en sabores de humano. Algunos de los compuestos, cuando ellos fueron

ensayados solos, elicitaron percepciones humanas de umami.

Los compuestos definidos por unién especifica a receptores especificos utilizando
los ensayos de T1R actuales se pueden utilizar para modular el sabor de
alimentos y bebidas. Los ensayos adecuados descritos en detalle adicional infra
incluyen por via de ejemplo ensayos de célula completa y ensayos bioquimicos,
que incluyen ensayos de uniéon directa utilizando una de las combinacién de
diferentes receptores T1R, quimeras o fragmentos de estos, especificamente
fragmentos que contienen dominios de unién de ligando N—termihal. Los ejemplos
de los ensayo apropiados para uso en la invencién son descritos con mayor

detalle infra y son conocidos en el campo GPCR.

Los ensayos se pueden disefar para cuantificar la unién de diferentes compuestos
de mezclas de los compuestos de los receptores de sabor T1R o las
combinaciones del receptor de sabor T1R o los receptores' T1R expresados en
combinacion con otras proteinas heterélogas (no-T1R), por ejemplo, otros GPCR,
o que cuantifican la activaci.én de las células que expresan los receptores de sabor
T1R. Esto se puede efectuar al expresar estable o transitoriamente receptores de
sabor en células heterélogas tales como HEK-293, células CHO y COS. Asi, esta
caracteristica fisicoquimica de los compuestos se utiliza para definir un género de

compuesto que comparte esta caracteristica.

Los ensayos utilizaran preferiblemente células que también expresan
(preferiblemente de manera estable) una proteina G tal como el G,15 0 el Gy16 U
otras proteinas G promiscuas o variantes de proteina G, o una proteina G

enddgena. Ademas, las proteinas G y Gy también se pueden expresar alli.
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El efecto de las células que utilizan sabor dulce o umami o las composiciones que
expresan o contienen los receptores o combinaciones de receptor anteriormente
identificados se pueden determinar mediante varios medios que incluyen el uso de
tintes sensibles al calcio, tintes sensibles al voltaje, ensayos cAMP, ensayos de
union directa utilizando ligandos fluorescentemente marcados o ligandos
radioactivos tales como 3u-glutamato, o ensayos transcripcionales (que utilizan un

reportero adecuado tal como luciferasa o p-lactamasa).

Los ensayos que se pueden utilizar con uno o mas de un T1R de acuerdo con la
invencién incluyen por via de ejemplo ensayos que utilizan una seleccion genética
para células vivas; ensayos que utilizan células o membranas o fragmentos de
membranas completos o proteinaé T1R purificadas; ensayos que utilizan
segundos mensajeros tales como cAMP o IP3, ensayos que detectan la
translocacion de arrestina a la superficie celular, ensayos que detectan la pérdida
del receptor de expresién sobre la superficie de la célula (internalizacion) mediante
los ligandos ensayados, los ensayos directos unidos por ligando, los ensayos de
unién competitiva con los inhibidores, ensayos que utilizan proteina traducida in
vitro, ensayos que detectan cambios conformacionales luego de la unién de un
ligando (por ejemplo, como se evidencia por la proteolisis, florescencia 0 RMN),
ensayos de comportamiento que utilizan animales transgénicos no humanos que
expresan un T1R o una combinacién T1R, tal como moscas, gusanos o ratones,
ensayos que utilizan células infectadas con virus recombinantes que contienen los

genes T1R.

También dentro del alcance dentro de la invencion. Estan los analisis basados en

estructura en donde la estructura de cristal para los rayos X de T1R o el fragmento
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T1R (o la combinacion de T1R con ofra proteina) se determina y utiliza para
predecir mediante los compuestos de técnicas de moderacién molecular qUe se
uniran y/o mejoraran, el imitador, el bloqueo o modulan el receptor o la
combinacion particular T1R. Mas particularmente la invencion abarca la
determinacion de la estructura de cristal del T1R1/T1R3 (preferiblemente
hTIRI/hT1R3) y/o T1R2/T1R3 (preferiblemente hT1R2/hT1R3) y el uso de tales
estructuras de cristal y métodos de disefio basados en estructura para identificar

las moléculas que modulan la actividad receptora T1R.

La invencion especialmente incluye ensayos bioquimicos conducidos utilizando
celulas, por ejemplo, células de mamifero, levadura, insecto u otras heterélogas
que expresan uno o mas receptores o fragmentos T1R de longitud completa
preferiblemente dominios N-terminales de T1R1, T1R2, y/o T1R3. El efecto de un
compuesto en tales ensayos se puede determinar utilizando ensayos de union
competitiva, por ejemplo, utilizando glutamato radiactivo o IMP, fluorescencia (por
ejemplo, polarizacién de florescencia FRET) o ensayos de union GTPy*®s como se
anoto, en una modalidad preferida tales ensayos utilizaran lineas de células que
establemente co-expresan TIRI/T1R3 o T1R2/T1R3 y una proteina G adecuada,
tal como la G,15. Otras proteinas apropiadas incluyen las proteinas G quiméricas y
variantes descritas en al solicitud U.S. serie No. 09/984,292 y 60/243,770,

incorporadas como referencia en su totalidad aqui.

Adicionalmente, los receptores alterados se pueden construir y expresar teniendo
propiedades mejoradas, por ejemplo, expresién de superficie mejorada o proteina
G acoplante. Estos variantes T1R se pueden incorporar en ensayos basados en

celula y bioquimicos.
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Se prevé que los recientes descubrimientos que se relacionan con T1R humano
se extenderan a otras especies, por ejemplo, roedores, cerdo, monos, perros y
gatos, y quizas a no mamiferos, tales como los peces. A este respecto, varios
fragmentos de T1R de pez son identificados infra en el ejemplo 1. Por lo tanto, la
invencidn objeto tiene aplicacion en el rastreo de compuestos para uso en

formulaciones de alimentacién para animales.

La invencién incluye ademas la utilizacién de diferentes variantes alélicas de
varios de T1R y las combinaciones de estas, posibilitando de esta manera la
identificacién de los compuestos que elicitan la sensacién de sabor especifica en
los individuos que expresan aquellas variantes alélicas o los compuestos que
elicitan la sensacién de sabor especifica en todos los individuos. Tales
compuestos pueden ser utilizados para elaborar alimentos mas generalmente

saborizables.

Los acidos nucleicos que codifican T1R también suministran sondas valiosas para
la identificacion de células de sabor, como los &acidos nucleicos son
especificamente expresados en las células de sabor. Por ejemplo, las sondas para
los polipéptidos T1R y las proteinas se pueden utilizar para identificar las células
de sabor presentes en el foliado, circunvalado, y las papilas fungiformes, asi como
también las células presentes en la geschmackstreifen, cavidad oral, epitelio
gastrointestinal y epiglotis. En particular, los métodos para detectar los T1R se
pueden utilizar para identificar células de sabor sensibles al dulce y/o estimulos de
sabor umami u otros estimulos de sabor que representan otras modalidades de
sabor. Las células que expresan estable o transitoriamente T1R2 y/o T1R3 serian
predecibles del trabajo presente por responder a estimulos de sabor dulce.

Similarmente, las células que expresan TIRI y/o T1R3 serian predecibles por
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responder a estimulos de sabor umami. Los acidos nucleicos que codifican las
proteinas T1R y los polipéptidos de la invencién se pueden aislar de una variedad
de fuentes, trabajadas con ingenieria genética, amplificadas, sintetizadas, y/o
expresadas recombinantemente de acuerdo con los métodos descritos en la WO
00/0356374, que se incorporan aqui como referencia en su totalidad. Una lista de
los T1R que se pueden expresar de acuerdo con la invencion se suministra en los
ejemplos. Sin embargo, se debe enfatizar que la invencién abarca Ia.expresién y el
uso de otros T1R o fragmentos especificos, variantes, o quimeras construidas con

base en tales secuencias T1R, y particularmente los T1R de otras especies.

Como se describe, un aspecto importante dé la invencién es la pluralidad de
métodos y rastreos de los moduladores, por ejemplo, activadores, inhibidores,
estimuladores, mejoradores, agonistas y antagonistas, de estas células
especificas de sabor (GPCR). Tales moduladores de transduccion de sabor son
utiles para la modulacion de las sendas de sefalizacion de sabor. Estos métodos
de rastreo se pueden utilizar para identificar agonistas y antagonistas de alta
afinidad de la actividad de Iés células de sabor. Estos compuestos modulatorios
pueden ser utilizados en la industria de alimentos para sabores habituales, por

ejemplo, modular el dulce y/o los sabores umami de los alimentos.

Esta invencién rectifica la falta previa de entendimiento con relacién al sabor dulce
y umami en la medida que este identifica los T1R especificos y las combinaciones
de receptor T1R que median la sensacion de sabor dulce y umami. Por lo tanto, en
general, esta aplicacion se relaciona con los descubrimientos de los inventores
que se relacionan con la clase T1R de los receptores acoplados a proteina G

especificos de sabor, y su funcién especifica en la percepcién de sabor y la
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relacion de estos descubrimientos con un mejor entendimiento de la base

molecular del sabor.

La base molecular del sabor dulce y el sabor umami —el sabor de monosodio
glutamato- es enigmatica. Recientemente, una clase de tres miembros de
receptores acoplados de proteina G especificos de sabor, denominados los T1R,
se identificaron. Los patrones de expresion de T1R traslapante y la demostracién
de que el receptor GABAg estructuralmente relacionado es heterodimérico
sugieren que los TIR funcionan como receptores de sabor heterodiméricos. En los
ejemplos infra, los presentes inventores describen la co-expresion funcional de los
T1R1, T1 R2 y T1R3 de humanos en células heterdlogas; células que co-expresan
T1R1 y T1R3 que son activadas mediante estimulos de sabor umami; células que
co-expresan T1R2 y T1R3 que son activadas mediante estimulos de sabor dulce.
La actividad T1R1/T1R3 y T1R2/T1R3 se correlaciona con los umbrales de
deteccion psicofisica. Ademas, el 5’-ribonucledtido IMP se encuentra que mejora
la respuesta de TIRI/T1R3 al glutamato, una caracteristica de sinergismo del sabor
umami. Estos hallazgos demuestran que los TIR espeCificos y las combinaciones
particularmente diferentes de los TIR funcionan como receptores se sabor dulce y

del umami.

La percepcién humana del amargo, dulce, y umami se cree que es mediada por
los receptores acoplados a proteina G (Lindemann, B., Physiol. Res. 76: 718-66
(1996)). Recientemente, la evaluaciéon del genoma humano revelo la clase T2R de
los receptores de sabor amargo (Adler et al.,, Cell 100: 613-702 (2000);
Chandrasgekar et al., Cell 100: 703-11 (2000); Matsunami et al., Nature 404: 601-
604 (2000)) pero los receptores para el sabor dulce y umami no han sido

identificados. Recientemente, otra clase de receptores de sabor candidatos, los
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T1R, se identificé. Los T1R fueron primero identificados mediante secuenciacioén a
gran escala de una libreria cADN sustraida derivada del tejido de gusto de rata,
que identifica el T1R1, y subsecuentemente mediante PCR degenerado basado en
T1R1, que condujo a la identificacion del T1R2 (Hoon et al., Cell 96 : 541-551
(1999)). Recientemente, los presentes inventores y otros identificaron un tercer y
posiblemente miembro final de la familia T1R, el T1R3, en el banco de datos del
genoma humano (Kitagawa et al., Biochem Biophys. Res Conanmuya. 283 (1):
236-42 (2001); Max et al. , Nat. Genet. 28 (1): 58-63 (2001); Sainz et al., J.
Neurochem. 77 (3): 896-903 (2001); Montmayeur et al., Nat. Neurosci. 4,492-8.
(2001)). Sorprendentemente, el T1R3 de ratén mapéa en un intervalo genémico
que contiene Sac, un locus que influencia el sabor dulce en el raton (Fuller et al.,
J. Hered. 65: 33-6 (1974); Li et al., Mamm. Genome 12: 13-16 (2001)). Por lo
tanto, el T1R3 se predijo que funciona como un receptor de sabor dulce. Recientes
estudios de mapeo genético de alta resolucidon han formalizado la conexién entre
el T1IR3 de ratén y el Sac (Fuller T. C., J. Hered. 65 (1): 33-36 (1974); Li et al.,

Mammal. Genome 12 (1): 13-16 (2001)).

~ Interesantemente, todos los receptores de familia C que han sido funcionalmente
expresados tan lejos —receptores metabotrépicos glutamato, el receptor GABA; el
receptor que siente el calcio (Conigrave, A. D., Quinn, S. J. & Brown, E. M., Proc
Natl Acad Sci USA 97, 4814-9. (2000)), y el receptor olfatorio del pez (Speca, D. J.
et al., Neuron 23, 487-98. (1999))- han mostrado ser activados por aminoacidos.
Esta caracteristica comun eleva la posibilidad del que los T1R reconozcan los
aminoacidos, y que los T1R puedan estar involucrados en la deteccion del
glutamato ademas de los aminoacidos de sabor dulcé. Alternativamente, una
variante transcripcional del receptor glutamato metabotrépico mGIluR4 se ha

propuesto para ser el receptor de sabor umami en razén a su expresion selectiva

GO



WO 2005/015158 77 PCT/US2004/025459

en el tejido de sabor de rata, y la si‘milaridad del umbral de activacién del receptor
al umbral de deteccion sicofisica del glutamato (Chaudhari et al., Nat. Neurosci. 3:
113-119 (2000)). Esta hipotesis es dificil de reconciliar con el nivel de expresién
excesivamente bajo de la variante mGIluR4 en tejido de sabor, y el sabor de
glutamato mas o menos no alterado del ratén transgénico mGIluR4 (Chaudhari and
Roper, Ann. N. Y. Acad. Sci. 855: 398-406 (1998)). Ademas, la variante de sabor
es estructuralmente inverosimil, faltandole no solo la mayoria de los residuos que
forman el bolsillo de unién del glutamato del receptor tipo silvestre, sino también
aproximadamente la mitad del dominio de unién glutamato N-terminal globular

(Kunishima et al., Nature 407: 971-7 (2000)).

El analisis comparativo de los patrones de expresiéon T1R en roedores ha
demostrado que el T1R2 y posiblemente el T1R1 son cada uno co-expresados con
el T1IR3 (Hoon et al., Cell 96: 541-51 (1999); Kitagawa et al., Biochem Biophy.
Res. Cofnmun. 283: 236-242 (2001); Max et al., Nat. Genet. 28: 58-63 (2001);
Montmayeuf et al., Nat. Neurosci 4: 492-8 (2001); Sainz et al. , J. Neurochem 77:
896-903 (2001)). Adicionalmente, la dimerizacion es emergente como un tema
comun de los receptores de la familia C; el glutamato metabotrépico y el recebtor
sensible al calcio son homodimeros (Romomano et al., J. Biol. Chem. 271: 28612-
6 (1996); Okamoto et al., J; Biol. Chem. 273: 13089-96 (1998); Han et al., R Biol.
Chem. 274: 100008-13 (1999); Bai et al., J: Biol. Cllem. 273: 23605-10 (1998)), y
el receptor GABAg estructuralmente relacionado es heterodimérico (Jones et al.,
Nature 396: 674-9 (1998); Kaupmann et al., Nature 396: 683-687 (1998); White et
al., Nature 396: 679-682 (1998); Kuner et al., Science 283: 74-77 (1999)). Los
presentes inventores han demostrado mediante co-expresién funcional de los T1R

en células heterdlogas que el T1R2 funciona en combinacién con el T1R3 humano
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como un receptor de sabor duice y que el T1R1 humano funciona en combinacién

con el T1R3 humano como un receptor de sabor umami.

Los descubrimientos discutidos aqui-son especialmente significativos, como
previamente el deéarrollo de endulzantes artificiales mejorados se ha impedido por
la falta de ensayos del sabor dulce. De hecho, los cinco endulzantes artificiales
comerciales comunmente utilizados, todos los cuales activan el hT1R2/hT1R3 se
descubrieron serendipidticamente. De manera similar, otros ensayos diferentes a
los sensoriales, como un proceso laborioso, no existe ensayo para identificar los
compuestos que modulan el sabor umami. Estos problemas se alivian ahora en
razdn, como se establece mediante los resultados experimentales discutidos intra,
el dulce en humanos y los receptores umami se han identificado, y ensayos para
estos receptores se han desarrollado, particularmente, ensayos que utilizan
células que expresan establemente un receptor de sabor T1R funcional, es decir,

el receptor de sabor dulce 0 umami.

Basados en esto la invencién suministra ensayos para detectar y caracterizar
compuestos moduladores del sabor, en donde los miembros de la familia T1R
actian, como ellos lo hacen en los brotes de sabor, como moléculas reporteras
para el efecto sobre él sabor dulce y umami de los compuestos moduladores de
sabor. Particularmente, se suministran dentro del alcance de la invencién ensayos
para identificar compuestos para modular, semejar, mejorar y/o bloquear
individualmente, los sabores dulce y umami. Los métodos para ensayar La
actividad de los GPCR, y especialmente los compuestos que afectan la actividad
GPCR son bien conocidos y son aplicables a los miembros de la familia T1R de la
presente invencion y las combinaciones funcionales de estos. Los ensayos han

sido identificados supra.
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La invencidn también suministra compuestos que unen T1R1, T1R2, T1RS,
T1R2/T1R3 o T1R1/T1R3, o cualquier fragmento, porcién o subunidad de estos,

como se describe completamente.

En particular, los GPCR objeto se pueden utilizar en ensayos con, por ejemplo,
cambios de medida en la unién de ligando, concentracién de ién, potencial de
membrana, flujo de corriente, flujo de iones, transcripcion, interacciones de
receptor-ligando, concentraciones de segundo mensajero, in vitro e in vivo. En otra
modalidad, los miembros de la familia T1R pueden ser recombinantemente
expresados en células y la modulacién de la transducciéon del sabor por via de la
actividad GPCR se puede ensayar al medir los cambios en los niveles de Ca*" y

otros mensajes intracelulares tales como el cAMP, cGMP o IPs.

En ciertos ensayos, un dominio de un polipéptido T1R, por ejemplo, un dominio
celular de transmembrana, o intracelular se fusiona con un polipéptido heterélogo,
formando de esta manera un polipéptido quimérico, por ejemplo, una proteina
quimérica con actividad GPCR. Se contempla particularmente, el uso de
fragmentos de T1R1, T1R2, o T1R3 que contengan el dominio de union de ligando
N-terminal. Tales proteinas son Utiles, en ensayos para identificar, ligandos,
agonistas, antagonistas, u otros moduladores de receptores T1R. Por ejemplo, un
polipéptido T1R se puede expresar en una célula eucariética como un receptor
quimérico con una secuencia heterdloga chéperona que facilita traficar la
membrana de plasma, o la maduracién y el apuntamiento a través de una sonda
secretoria. La secuencia heteréloga opcional puede ser un péptido de interaccion
de dominio PDZ, tal como un fragmento PDZIP C-terminal (ID DE SEC NO: 1). El

PDZIP es una sefal exportadora ER, la cual, de acuerdo con la presente invencién
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ha mostrado que facilita la expresion de superficie de las proteinas heterdlogas
tales como los receptores T1R descritos aqui. Mas particularmente, un aspecto de
la invencién, el PDZIP se puede utilizar para promover el apuntamiento adecuado
de las proteinas de membrana problematicas tales como los receptores olfatorios,

los receptores de sabor T2R, y los receptores de sabor T1R descritos aqui.

Ejemplos de tales receptores quiméricos incluyen receptores de especies trans.
Cualquier combinacion de subunidades receptoras de varias especies se puede
utilizar juntas para formar un receptor quimérico, que puede ser entonces utilizado
para identificar degustantes, por ejemplo. Por lo tanto, se contempla aqui un
receptor T1R2/T1R3 quimérico que comprende una subunidad T1R2 humana y
una subunidad T1R3 de rata. También se contempla un receptor T1R2/T1R3
quimérico que comprende, 'una subunidad T1R2 de rata y una subunidad T1R3 de
humano. También se contempla una subunidad receptora T1R2 quimérica que
comprende, un dominio extracelular huméno, un dominio de transmembrana de
rata y un dominio intracelular de rata (ID DE SEC NOs: 16-17. por ejemplo).
También se cbntempla la subunidad receptora T1R3 quimérica que comprende, un
dominio extracelular de rata, un dominio de transmembrana de humano y un

dominio intracelular humano (ID DE SEC NOs: 16-17. por ejemplo).

Tales receptores T1R quiméricos se pueden expresar en cualquier célula
eucaridtica, tal como [a célula HEK-293. Preferiblemente, las células contienen
una proteina G, preferiblemente una proteina G promiscua tal como la G5 0 la

Gqi5 U otro tipo de proteina G promiscua capaz de ligar una rango amplio de

GPCRs a una senda de sefalizacion intracelular o a una proteina de sefializaciéon

tal como la fosfolipasa C. La activacion de tales receptores quiméricos en tales

células se puede detectar utilizando cualquier método estandar tal como al
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detectar los cambios en el calcio intracelular al detectar la fluorescencia
dependiente de FURA-2 en la célula. Si las células anfitrionas preferidas no
expresan una proteina G apropiada ellas pueden ser transfectadas con un gen
que codifica a una proteina G promiscua tal como aquellas descritas en la
Solicitud U.S. No. 60/243, 770, Solicitud U.S. No. 09/984,297, presentada en
octubre 29, 2001, y la solicitud U.S. No. 09/989, 497 presentada en noviembre 21,

2001 que se incorpora aqui como referencia en su totalidad.

Los métodos adicionales para ensayar los moduladores de la transduccién de
ensayo incluyen ensayos de unién de ligando in vitro que utiliza: polipéptidos T1R,
porciones de estos, es decir, el dominio extracelular, la region de transmembrana,
o combinaciones de esta, o proteinas quiméricas que comprenden uno o mas
dominios de un miembro de familia T1R, células de cultivo de oocito o de tejido
que expresan polipéptidos T1R, fragmentos, o proteinas de fusion; fosforilacion y
desfosforilacién de los miembros de la familia T1R; proteina G que se une a los
GPCR; ensayos de unién de ligando, voltaje, potencial de membrana y cambios de
conductancia; ensayos de flujo de iones; cambios en los segundos mensajeros
intracelulares tales como el cGMP, cAMP e inositol trifosfato (IP3), y cambios en

los niveles de calcio intracelular.

Ademas, la invencion suministra métodos para detectar acido nucleico T1R y
expresidn de proteina, que permite la investigaciéon de la regulacion de
transduccion del sabor y la identificacién especifica de las células receptoras de
sabor. Los miembros de la familia T1R también suministran sondas de &cido
nucleico dtiles para la paternidad y las investigaciones forenses. Los genes T1R
también son Utiles como sondas de acidos nucleicos para identificar las células

receptoras de sabor, tales como las células de foliado, fungiformes, circunvaladas,
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geschmackstreifen, y receptoras de sabor de epiglotis. Los receptores T1R
también se pueden utilizar para generar anticuerpos monoclonales y policlonales

utilizados para identificar las células receptoras de sabor.

Funcionalmente, los polipéptidos T1R comprenden una familia de siete receptores
acoplados a proteina G de transmembrana, los cuales se cree que se involucran
en la transduccién del sabor y pueden interactuar con una proteina G para mediar
la transducciéon de sefial de sabor (ver, por ejemplo, Fong, Cell Signal, 8: 217
(1996); Baldwih, Curer. Opin. Cell Biol., 6: 180 (1994)). Estructuralmente, las
secuencias de nucledtidos de los miembros de la familia T1R codifican los
relacionados que comprenden un dominio extracelular, | siete dominios de
transmembrana, y un dominio de citoplasmatico. Los genes de la familia T1R
relacionados de otras especies comparten al menos aproximadamente el 50%, y
opcionalmente el 60%, 70%, 80%, o 90%, de la identidad de secuencia de
nucledtido sobre una regién de al menos aproximadamente 50 nucleétidos de
longitud, opcionalmente 100, 200, 500,0 més nucledtidos de longitud con las
secuencias de acido nucleico T1R descritas aqui en los ejemplos, o variantes
conservadoramente modificadas de estos, o que codifican polipéptidos que
comparten al menos aproximadamente 35 a 50%, y opcionalmente 60%, 70%,
80%, 0 90% de la identidad de la secuencia del aminoacido sobre una regiéon de
aminoacido de al menos aproximadamente 25 aminoacidos de longitud,
opcionalmente 50 a 100 aminoacidos de longitud a una secuencia de polipéptido
T1R descrita infra en las variantes de los ejemplos conservadoramente

modificadas de estos.

Varias secuencias de dominios de aminoacido de consenso han sido identificadas

que caracterizan los miembros de la familia T1R. por ejemplo, los miembros de la
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familia T1IR comprenden tipicamente una secuencia que tiene al menos 50%,
opcionalmente 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95-99%, o mas,
identidad con las secuencias de consenso TR1 1y 2 (ID DE SEC No: 2 y 3,
respectivamente). Estos dominios conservadores pueden ser utilizados para
identificar los miembros de la familia T1R al identificar, hibridizacion especifica o
amplificacion, o union especifica de anticuerpos levantados contra un dominio. Las
secuencias de consenso T1R incluyen por via de ejemplo las siguientes
secuencias: secuencia de consenso de famila T1R 1: (ID DE SEC No: 2)
(TR)C(FL)(RQP)R(RT)(SPV)(VERKT)FL(AEWL)Y(RHG)ET1R.  secuencia de
consenso de familia T1R 2: (ID DE SEC No: 3)

(LQ)P(EGT)(NRC)YN(RE)A(RK)(CGF)(VLI)T(FL)(AS)(ML).

Estas secuencias de consenso estan incluidas en aquellas encontradas en los
polipéptidos T1R descritos aqui, pero los miembros de la familia T1R de otros
organismos se pueden esperar por comprender secuencias de consenso que tiene
aproximadamente 75% de la identidad o mas de las secuencias de consenso

incluidas descritas especificamente aqui.

Regiones especificas de nucleétido T1R y las secuencias de aminoacido se
pueden utilizar para identificar las variantes polimérficas, homologos interespecies
y alelos de los miembros de la familia T1R. Esta identificaciéon se puede hacer in
vitro, por ejemplo, bajo condiciones de hibridizacion estrictas o PCR (por ejemplo,
utilizando cebadores que codifican las secuencias de consenso T1R identificadas
anteriormente), o al utilizar la informacién de secuencia en un sistema de
computadora por comparacién con otras secuencias de nucleétido. Diferentes
alelos de los genes T1R dentro de poblaciones de especies simples también seran

Utiles para determinar si las secuencias alélicas controlan las diferencias en la
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percepcion del sabor entre miembros de la poblacidon. La amplificacién tipo PCR
clasica y las técnicas de clonacion son utiles para aislar el nuevo T1R, por
ejemplo, donde los cebadores degenerados son suficientes para detectar especies

a traves de genes relacionados.

Tipicamente, la identificacion de las variantes polimérficas y los alelos de los
miembros de la familia T1R se puede hacer al comparar una secuencia de
aminoacido de aproximadamente 25 aminoacidos o mas, 50-100 aminoacidos. La
identidad del aminoacido de aproximadamente al menos 35 a 50%, y
opcionalmente, 60%, 70%,75%, 80%,85%, 90%, 95-99%, o por encima
demuestran tipicamente que una proteina es una variante polimérfica, homoélogos
interespecies, o alelo de un miembro de familia T1R. La comparacién de las
secuencias se puede desarrollar utilizando cualquiera de los algoritmos de
comparacion de secuencia discutidos adelante. Los anticuerpos que se unen
especificamente a los polipéptidos T1R o una regién conservada de estos pueden
ser utilizados para identificar, alelo, homodlogos interespecie, y variantes

polimérficas.

Las variante polimérficas los, homdlogos interespecies, y los alelos de los genes
T1R se pueden confirmar, examinar la expresién especifica de célula de sabor del
gen T1R putativo o la proteina. Tipicamente, los polipéptidos T1R que tienen la
secuencia de aminoacido descrita aqui se pueden utilizar como un control positivo
en comparacion del polipéptido putativo para demostrar la identificacion de la
variante polimérfica o el alelo del miembro de la familia T1R. Las variantes
polimérficas, los alelos, los homologos de interespecies se espera que retengan la
estructura de las siete transm_embranas de un receptor acoplado a proteina G.

Para detalle adicional ver WO 00/06592, que describe los miembros de la familia
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T1R relacionados, GPCR-B3s, cuyos contenidos se incorporan aqui como
referencia de una manera consistente con la descripcion. Los receptores GPCR-
B3 son denominados aqui como rT1R1 y mT1R1. Adicionalmente, ver WO
00/06593, que también describe los miembros de la familia T1R relacionados,
GPCR-B4s cuyos contenidos se incorporan aqui como referencia de manera
consistente con esta descripcion. Los receptores GPCR-B4 son denominados aqui
como rT1R2 y mT1R2. Como se discuti6 previamente la invencién también
describe ensayos basados en estructura que utilizan la estructura cristalina para
rayos X de un T1R o una combinacién de T1R, por ejemplo, hT1R2/hT1R3 o
hTIRI/hT1R3, para identificar las moléculas que modulan la actividad del receptor

T1R, y modular de esa manera el sabor dulce y/o umami.

La presente invencién también suministra ensayos, preferiblemente ensayos de
caudal alto para identificar moléculas que mejoran, semejan, bloquean y/o
modulan los receptores T1R. En algunos ensayos, un dominio particular de un
miembro de la familia T1R se utiliza en combinacién con un dominio particular de
otro miembro de la familia_T1R, por ejemplo, un dominio o regioén extracelular, de
transmembrana, o intracelular. En otras modalidades, un dominio extracelular, una
region de trasmembrana o una combinacion de estos se puede unir a un sustrato
sélido, y utilizar, por ejemplo, para aislar ligandos, agonistas, antagonistas, y
cualquiera otra molécula que se puedan unir y/o modular la actividad de un

polipéptido T1R.

Varias mutaciones y sustituciones conservadoras se prevén que estén dentro del
alcance de la invenciéon. Por ejemplo, esta en el alcance de la persona
mediadamente versada en la materia desarrollar sustituciones de aminoacidos que

utilizan protocolos conocidos de tecnologia genética recombinante que incluyen
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PCR, clonacién de gen, mutagénesis dirigida de sitio de cADN, transfecciéon de
células huésped, y transcripcion in vitro. Las variantes podrian ser rastreadas para

actividad.

Definiciones

Como se utilizan aqui, los siguientes términos tiene los significados adscritos a

ellos a menos que se especifique otra cosa.

"Ceélulas de sabor" incluyen células neuroepiteliales que estan organizadas en
grupos para formar yemas de sabor de la lengua por ejemplo, células foliadas,
fungiformes y circunvaladas (ver, por ejemplo, Roper et al., Ann. Rev. Neurosci.
12: 329-353 (1989)).las células de sabor también se encuentran en el paladar y

otros tejidos, tal como el eséfago y el estémago.

“T1R” se refiere a una o mas membranas de la familia de los receptores acoplados
a proteina G que son expresados en células de sabor tal como las células foliadas,
fungiformes y circunvalares, asi como también células del paladar y el eséfago
(ver por ejemplo, Hoon et al., Cell, 96: 541-551 (1999), incorporadas aqui como
referencia en su totalidad). Los miembros de esta familia también se denominan
como GPCR-B3 y TR1 en la WO 00/06592 asi como también GPCR-B4 y TR2 en
la WO 00/06593. GPCR-Bé también se denomina a'qui como rT1R1, y GPCR- B4
se denomina como rT1R2. Las células receptoras de sabor también se pueden
identificar sobre la base de morfologia (ver por ejemplo, Roper, supra), o por la
expresion de proteinas expresadas especificamente en células de sabor. Los

miembros de la familia T1R pueden tener la capacidad de actuar como receptores
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para transduccién de sabor dulce o para distinguir entre varias otras modalidades
de sabor. Las secuencias T1R representativas, incluyen hT1R1, hT1R2 y hT1R3

se identifican infra en los ejemplos.

Los acidos nucleicos “T1R” codifican una familia de GPCR con siete regiones de
transmembrana que tienen “receptor de actividad acoplada a proteina G”, por
ejemplo, ellas se pueden unir a las proteinas G en respuesta a estimulos
extracelulares y promover la produccién de segundos mensajeros tales como I1P3,
cAMP, cGMP, y Ca?* vias de estimulacion de enzimas tal como fosfolipasa C y
adenilato ciclasa (para una descripcion de estructura y funcién de los GPCRs, ver,
por ejemplo, Fong, supra, y Baldwin, supra).una célula de sabor simple puede

contener muchos diferentes polipéptidos T1R.

El término familia “T1R” se refiere por lo tanto a variantes polimorficas, alelos,
mutantes, y homélogos interespecies que: 1) tengan al menos aproximadamente
35 a 50% de identidad de secuencia de aminoacido, opcionalmente
aproximadamente 60, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, o 99% de identidad de
secuencia de aminoacido con un polipéptido T1R, preferiblemente aquellos
identificados en el ejemplo 1, sobre una ventana de aproximadamente 25
aminodcidos, opcionalmente 50 a 100 aminoacidos; 2) se unen especificamente a
anticuerpos generados contra un inmunégeno que comprende una secuencia de
aminoacido preferiblemente seleccionada del grupo que consiste de la secuencia
de polipéeptido T1R descrita en el ejemplo 1 y las variantes conservadoramente
modificadas de esta; 3) se codifican mediante una molécula de acido nucleico que
se hibridiza especificamente (con un tamafio de aproximadamente 100,
opcionalmente al menos aproximadamente 500-1,000 nucledtidos) bajo

condiciones de hibridizacién estrictas a una secuencia seleccionada del grupo que
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consiste de las secuencias de aminoacido T1R contenidas en el ejemplo 1, y
variantes conservadoramente modificadas de esta; 0 4) comprende una secuencia
al menos 35 a 50% idéntica con la secuencia de aminoacido seleccionada del

grupo que consiste de la secuencia de aminoacido T1R identificada en el ejemplo

1.

Topolégicamente, los T1R, descritos aqui tienen un “dominio N-terminal” también
denominado “dominio extracelular” que comprende un “dominio “Venus flytrap”) y
un “dominio rico en cisteina”; “dominios de transmembrana” que comprenden siete
regiones de transmembrana, y bucles citoplasmaticos y extracelulares
correspondientes; y un “dominio C-terminal” (ver por ejemplo, Hoon et al., Cell, 96:
541-551 (1999); Buck & Axel, Cell, 65: 175-187 (1991)). Estos dominios se han
identificado estructuralmente utilizando métodos conocidos por aquellos expertos
en la técnica, tal como los programas de andlisis de secuencia que identifican
dominios hidréfobos e hidrofilicos (Stryer, Biochemistry, (3rd ed. 1988). Tales
dominios son utiles para elaborar proteinas quiméricas y para ensayos in vitro de
la invencioén, por ejemplo, ensayos de unién de ligando. La unién especifica de un
compuesto a estos dominios estructuralmente definidos suministran definicion

estructural para el compuesto.

“Dominios extracelulares” se refieren por lo tanto a los dominios de los
polipéptidos T1R que sobresalen de la membrana celular y se exponen a la cara
extracelular de la célula. Tales dominios incluyen generalmente el “dominios N-
terminal” que esta expuesto a la cara extracelular de la célula, y opcionalmente
pueden incluir porciones de los bucles extracelulares de los dominios de

transmembrana que son expuestos a la cara extracelular de la célula, es decir, los
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bucles entre regiones de transmembrana 2 y 3, entre las regiones de

transmembrana 4 y 5, y entre las regiones de transmembrana 6y 7.

La region “de dominio N-terminal” inicia en el N-terminal y se extiende a una region
cercana al inicio del primer dominio de transmembrana. Mas particularmente, en
una modalidad de la invencién, ese dominio inicia en el N-terminal y termina
aproximadamente en el acido glutamico conservado en la posicién de aminoacido
563 mas o menos aproximadamente 20 aminoacidos. Estos dominios
extracelulares son utiles para ensayos de unidén de ligando in vitro tanto soluble
como de fase soélida. Ademas las regiones de transmembrana, descritas adelante
también pueden unir ligandos en combinacién con el dominio extracelular y son

por lo tanto también utiles para ensayos de unién in vitro.

“E‘I dominio rico en cisteina” se refiere al dominio de los polipéptidos. Estas
secuencias conservadas contienen varios residuos Cys altamente conservados
que forman puentes disulfuro, y descansan al exterior de la membrana celular.
Esta regidén corresponde al dominio de los miembros de la familia T1R y se
encuentra en todas las tres subunidades T1R1-T1R3. La secuencia rica en
cisteina se encuentra en los aminoacidos 510-566 del T1R1, 508-565 del T1R2, y

512-568 del T1R3.

‘Dominio de transmembrana” que comprende las siete “regiones de
transmembrana”, se refiere al dominio de los polipéptidos T1R que descansa
dentro de la membrana de plasma y también puede incluir los correspondientes
bucles citoplasméticos (intracelular y extracelular). En una modalidad, corresponde
al dominio de los miembros de la familia T1R que inicia aproximadamente en el

residuo de acido glutamico conservado en la posicion de aminoacido 563 mas o
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menos 20 aminodcidos y finalizan aproximadamente en el residuo aminoacido de
tirosina conservado en la posicion 812 mas o menos aproximadamente 10
aminoacidos. Las siete regiones de transmembrana y los bucles extracelular y
citoplasmatico se pueden identificar utilizando métodos estandar, como se

describe en Kyte & Doolittle, J. Mol. Biol., 157: 105-32 (1982)), o in Stryer, supra.

“Dominios citoplasmaticos” se refieren a los dominios de los polipéptidos T1R que
enfrentan el interior de la célula, por ejemplo, el “dominio C-terminal” y los bucles
intracelulares del dominio de transmembrana, por ejemplo, el bucle intracelular
entre las regiones de transmembrana 1y 2, el bucle intracelular entre las regiones

3y 4y el bucle intracelular entre las regiones de transmembrana 5y 6.

‘Dominio C-terminal” se refiere a la region que abarca el extremo del ultimo
dominio de transmembrana y el C-terminal de la proteina, y que esta normalmente
localizado dentro del citoplasma. En una modalidad esta regién inicia en el residuo
de aminoacido de tirosina conservado en la posicion 812 mas o menos

aproximadamente 10 aminoacidos y continua en el C-terminal del polipéptido.

El término “regién de unién de ligandos” o “dominio de unién de ligando” se refiere
a las secuencias derivadas de un ‘receptor de'sabor, particularmente un receptor
que se incorpora substancialmente al menos al dominio extracelular del receptor.
En una modalidad, el dominio extracelular de la regién de unién de ligando puede
incluir el dominio N-terminal y opcionalmente, porciones del dominio de
transmembrana, tal como, los bucles extracelulares del dominio de
transmembrana. La region de uniéon de ligando puede ser capaz de unir un
ligando, y mas particularmente, un compuesto que mejora, semeja, bloquea y/o

modula el sabor, por ejemplo, sabor dulce o umami.
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La frase “heteromultimero” o “complejo heteromultimérico” en el contexto de los
receptores o polipéptidos T1R de la invencion se refiere a una asociacion funcional
de al menos un receptor T1R y otro receptor, tipicamente, otro polipéptido receptor
T1R (o, alternativamente otro polipéptido receptor T1R). Para claridad, la co-
dependencia funcional de los T1R como se describe en esta solicitud que refleja
su posible funciébn como complejos receptores de sabor heterodimérico. Sin
embargo, como se discutié previamente la co-dependencia funcional puede
reflejar alternativamente una interaccion indirecta. Por ejemplo, el T1R3 puede
funcional solamente para facilitar la expresion de superficie del T1R1 y el T1R2,
que puede actuar independientemente como receptores del sabor.
Alternativamente, un receptor de sabor funcional puede estar comprendido de
solamente T1R3, que es diferencialmente procesado bajo el control de T1R1 o
T1R2, analogo al proceso dependiente de RAMP del receptor relacionado con

calcio.

La frase “efectos funcionales” en el contexto de los ensayos para probar los
compuestos que modulan la transduccién del sabor mediada por la membrana de
la familia de T1R incluye la determinaciéon de cualquier parametro que esté
indirectamente o directamente bajo la influencia del receptor, por ejemplo, efectos
funcionales, fisicos y quimicos. Este incluye la unién de ligando, el cambio en el
flujo del i6n, potencial de membrana, el flujo de corriente, la transcripcion, la unién
de proteina de G, la fosforilacion o desfosforilacion GPCR, la conformaciéon de
ensayos basados en cambios, la transduccion de sefial, las interacciones del
receptor-ligando, las concentraciones de segundo mensajero (por ejemplo, cCAMP,

GMP, IP3, o0 Ca* intracelular), in vitro, in vivo, y ex vivo y también incluye otros

as
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efectos fisiolégicos tal como incremento o disminucién de la liberacion

neurotransmisora o de hormona.

Por “determinar el efeqto funcional” en el contexto de los ensayos y significa
ensayos para un compuesto que incrementa o disminuye en un parametro que
esta indirecta o directamente bajo la influencia de un miembro de la familia T1R,
por ejemplo, efectos funcionales fisicos y quimicos. Tales efectos funcionales se
pueden medir mediante cualquier medio conocido por los expertos en la técnica,
por ejemplo, cambios en caracteristicas espectroscopicas (por ejemplo,
fluorescencia, absorbancia, iﬁdice de refraccion), hidrodinamica (por ejemplo,
formas) cromatograficas, o propiedades de solubilidad, sujecion de parche, tintes
sensibles a voltaje, corrientes de célula completa, el fiujo de radioisétopos,
marcadores inducibles, expresion de gen T1R de oocito; expresion T1R de célula
ce cultivo de}tejid.o; activacioén transcripcional de los genes T1R; ensayos de unién
de ligando; voltaje, potencial de membrana y cambios de conductancia, ensayos
de flujo id6n; cambios en los segundos mensaijeros intracelulares tales como cADP,
cGMP, e inositol trifosfato (IP3); cambios en los niveles de calcio intracelular;

liberacién de neurotransmisor, ensayos conformacionales y similares.

Un “sabor o degustante” se refiere aqui a un compuesto o a una sal
biolégicamente aceptable de esta que induce, en un sujeto la percepcion de olor
y/o sabor, que incluye dulce, agrio, salado, amargo, y umami, y otros. El sujeto
puede ser humano, animales y/o un ensayo biolégico, tal como aquellos descritos

y citados en esta solicitud.

Un “modificador de sabor’ se refiere aqui a un compuesto o a una sal

biolégicamente aceptable de esta que modula, incluyendo mejorar o potenciar,
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inhibir e inducir, el olor y/o sabor, de degustantes naturales o sintéticos en un

sujeto.

Un “mejorador de sabor’ se refiere aqui a un compuesto o a una sal
biolégicamente aceptable de esta que mejora los sabores o el olor de degustantes
naturales o sintéticos, por ejemplo, glutamato de monosodio (MSG) para sabor de

umami y fructuosa para sabor dulce.

Un “degustante umami” o “compuesto umami” se refiere aqui a un compuesto o a
una sal biolégicamente activa de este que elicita un sabor umami detectable en un

sujeto., por ejemplo, MSG.

‘Degustante dulce” o “compuesto duice” se refiere aqui a un compuesto o a una
sal biologicamente aceptable de esta que elicita un sabor dulce detectable en un

sujeto., por ejemplo, fructuosa.

Un “modificador de sabor dulce” se refiere aqui a un compuesto o a una sal
biolégicamente aceptable de esta que modula, incluyendo mejorar y potenciar,
inhibir, e inducir el sabor dulce de un degustante natural o sintético dulce, por

ejemplo, glutamato de monosodio (MSG) en un sujeto.

Un “modificador de sabor dulce” se refiere aqui a un compuesto o a una sal
biolégicamente aceptable de esta que modula, incluyendo mejorar y potenciar,
inhibir, e inducir el sabor dulce de un degustantes dulces naturales o sintéticos

dulce, por ejempio, fructuosa en un sujeto.
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Una “cantidad mejorada de sabor” se refiere aqui a una cantidad de un compuesto
que es suficiente para mejorar el sabor de unos degustantes naturales o sintéticos,
por ejemplo, glutamato de monosodio (MSG) para sabor umami o fructuosa para

sabor dulce.

“Categoria de sopa humeda” significa sopas humedas/liquidas sin importar la
concentracion o el recipiente, incluyendo sopas congeladas. Para el propésito de
esta definicién sopa (s) significa un alimento preparado de carne, pollo, pescado,
vegetales, granos, frutas y otros ingredientes, cocinados en un liquido que puede
incluir varias piezas de algunos o todos estos ingredientes. Puede ser claro (como
un caldo) o espeso (como un estofado), suave, en puré o pedazos, listo para
servir, semi-condensada o condensada y se puede servir caliente o fria, como
plato principal de una comida o como un pasabocas entre comidas (sorbida como
una bebida). La sopa se puede utilizar como un ingrediente para preparar otros
componentes de comida y puede variar desde un caldo (consomé) a salsas

(crema o sopas basadas en quesos).

"Categoria de alimento deshidratado y culinario” significa: (i) Cocinar productos de
ayuda tales como: polvos, granulos, pastas, productos liquidos concentrados,
incluyendo caldo concentrado, caldo y productos similares a caldos en la
presencia de cubos, tabletas o polvos forma granulada, que son vendidos
separadamente como producto terminado o como un ingrediente dentro de un
producto, salsas y mezclas recétas (sin importar la tecnologia); (ii) Productos de
soluciones de comida tales como: sopas secas, deshidratadas y congeladas, que
incluyen mezclas de sopés deshidratadas, sopas instaﬁténeas deshidratadas,
sopas listas para cocinar deshidratada, preparaciones deshidratadas o ambiente y

paltos listos, comidas y entradas de servicio simple que incluyen pastas, papas y
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platos arroz; y (iii) productos embellecedores de comida tales como: los
condimentos, marinadas, salsas para ensalada, aderezos para ensalada, “dips”,
paneados, mezclas “batter’, esparcidos estable en estante, salsas barbiquiq,
mezclas de recetas liquidas, concentrados, salsas o mezclas de salsa, incluyendo
mezclas de recetas para ensaladas, vendidas como producto terminado o como
un ingrediente dentro de un producto, sea deshidratado, como liquido o

congelado.

“categorfa de bebida” significa bebidas, mezclas de bebidas y concentrados que,
que incluyen pero no estan limitados a, alcohélicas y no alcohdlicas listas para
beber y bebidas en polvo. Otros ejemplos de comidas y bebidas en donde los
compuestos de acuerdo con la invencién se pueden incorporar incluyen por via de
ejemplo bebidas carbonatadas y no carbonatadas, por ejemplo, gaseosas, jugos,
bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas, productos de confiteria, por ejemplo, tortas,
galletas, “pies”’, dulces, gomas de mascar, gelatinas, hélados, sorbetes, pudines,
jamones, jaleas, salsas para ensalada, y otros condimentos, cereales y otros

alimentos para el desayuno, frutas enlatadas y salsas de fruta, y similares.

Adicionalmente, los compuestos objeto se pueden utilizar en preparaciones de
sabor para ser agregadas a alimentos y bebidas. En casos preferidos la
composicion comprendera otro sabor o modificador de sabor tal como degustantes

dulices.

En algunos casos las sales biolégicamente aceptables de los compuestos objeto
se pueden utilizar. Ejemplos de tales sales incluyen sales de metales alcalinos y
alcalinotérreos, sales organicas, y similares. Ejemplos especificos incluyen sales

de potasio, sodio, calcio y magnesio, sales de acido clorhidrico o sulftrico, sales
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de etanolamina, y similares. La sal se seleccionara de tal forma que esta sea
biolégicamente segura para ingestién y afecte adversamente las propiedades

modulatorias del sabor dulce del compuesto.

Como se utili_za aqui, el término “producto medicinal” incluye tanto sélido$ como
liquidos que son materiales no tdxicos ingeribles que tienen valor medicinal tal
como jarabes para la tos, gotas para tos, aspirina y tabletas medicinales
masticables. Un producto de higiene oral incluye solidos y liquidos tales como

pasta dental o enjuague bucal.

Un "portador o excipiente comestible o medicinalmente aceptable” es un medio
que se utiliza para preparar una forma de dosis deseada del compuesto de la
invencion. Un portador comestible o medicinalmente aceptable incluye solventes,
diluyentes, u otro vehiculos; dispersiones o ayudas de suspension; agentes de
superficie activa; agentes isotonicos, espesantes o agentes emulsificantes,

preservativos; ligadores sélidos; lubricantes y similares.

“Inhibidores”, “activadores”, “mejoradores”, y “moduladores” de genes T1R y
proteinas son utilizadas para referirse a moléculas inhibitorias, activantes,
mejoradoras, 0 modulantes utilizando ensayos in vitro e in vivo para transduccion
de sabor, por ejemplo, ligando, agonistas, antagonistas, y sus homdlogos y

mimeéticos.

Los inhibidores son compuestos que, por ejemplo, se unen a, parcial o totalmente
bloquean la estimulacion, disminuyen, evitan , retrasan ia activacién, inactivan,
desensibilizan o sobregulan la transducciéon de sabor, por ejemplo, antagonistas.

Los activadores y mejoradores son compuestos que por ejemplo, se unen a,
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mejoran, estimulan, incrementan, abren, activan, facilitan, mejoran la activacion,
sensibilizan, o sobreregulan la transduccion de sabor, por ejemplo, agonistas. Los
moduladores incluyen compuestos que, por ejemplo, alteran la interaccion de un
receptor con proteinas extracelulares que se unen a activadores o inhibidores (por
ejemplo, ebnerina y otros miembros de la familia portadora hidréfoba); proteina G,
cilasas (por ejemplo, homélogos de rodopsina cinasa y cinasas receptoras beta
adrenérgicas qu estan involucradas en la activacion y desensibilizacion del
receptor); y arrestinas, que también desactivan y desensibilizan receptores. Los
moduladores pueden incluir versiones genéticamente modificadas de miembros de
fa familia T1R, por ejemplo, con actividad alterada, asi como también ligandos de
ocurrencia natural y sintética, antagonistas, agonistas, moléculas quimicas
péqueﬁas y similares. Tales ensayos para inhibidores y activadores incluyen, por
ejemplo, expresar miembros de la familia T1R en células 0 membranas de células,
aplicar compuestos moduladores putativos, en la presencia o ausencia de
degustantes, por ejemplo, degustantes de duice, y luego determinar los efectos
funcionales sobre la transduccion del sabor, como se describe anteriormente. Las
muestras o ensayos comprenden miembros de la familia T1R que son tratados
con un mejorador potencial, activador, inhibidor, o0 modulador son comparados
para controlar muestras sin el inhibidor, activador, o modulador para examinar la
extension de la modulacién. Las muestras de control positivas, (por ejemplo, un
degustante dulce sin moduladores agregados) se les asignan un valor de actividad

T1R del 100%.

‘ECso’se define como la cantidad de incompuesto que elicita el 50% de la
respuesta maxima que el compuesto puede elicitar, sea como un activador,

mejorador, o modulador. Una curva de respuesta dependiente de dosis
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determinada por un compuesto, y la concentracion del compuesto que

corresponde al 50% de la respuesta maxima se deriva de la curva, en un ejemplo.

“ICs0” se define como la cantidad de compuesto que elicita en 50% del efecto

maximo del compuesto puede elicitar como un inhibidor.

Sin importar los degustantes y mejoradores de dulce, después de que se identifica
un compuesto, las calificaciones de sus actividades son dadas como en porcentaje
de la intensidad de fructuosa maxima (%). En una respuesta de dosis de
compuesto, un ECso se puede calcular para reflejar la potencia del compuesto
como un agonista de dulce. En la presente invencion, un ECsy de menos de
aproximadamente 100 mM es indicativo de compuestos que inducen a actividad
T1R2/T1R3 como agonista endulzante. Preferiblemente, un golpe positivo para un
agonista dulce tiene un valor ECso de menos de 1 mM: mas preferiblemente

menos de aproximadamente 10 pM.

En experimentos de ensayo de mejoramiento de dulce, se procede con una
respuesta de dosis de fructosa y una segunda respuesta de dosis de fructosa se
desarrollo con una cierta cantidad de compuesto candidato en cada una de las
concentraciones de fructosa al mismo tiempo. Luego, la proporcion de ECsy se

puede calcular con base en las siguientes definiciones:
Proporcién ECso = ECso(fructosa)/ECso(fructosa+[compuesto])
En donde "[compuesto]" se refiere a la concentracion del compuesto

utilizada para elicitar (0 mejorar o potenciar ) la respuesta de dosis de fructosa.

Estas concentraciones podian variar desde un pM. a un mM, mas preferido, desde
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un nM a un uM bajo. Un mejorador de dulce potente tendria una proporcion de

ECso alta a concentracion baja del compuesto utilizado.

En la presente invencion, una proporcién de ECso de mayor de 1 es indicativa de
un compuesto que modula (potencia) la actividad T1IR2/T1R3 y es un mejorador
de dulce. Preferiblemente, un golpe positivo tendra valores de proporcion ECs de

al menos 1,20, preferiblemente variando desde al menos 1,50 a 100 o aiin mayor.

Como contraste, los agonistas competitivos (aquellos degustantes de dulce que
unen mutuamente de manera exciusiva) o inhibidores que siempre producen

valores de proporcién ECso menores de 1, tal como 0 a 1.

Con relacién a los degustantes y mejoradores umami, las calificaciones de sus
actividades se pueden dar como porcentaje de la intensidad MSG maxima (%). En
una respuesta de dosis de compuesto, un ECsy se puede calcular para reflejar la
potencia del compuesto como un agonista umami. En la presente invencion, un
ECso de menos de aproximadamente 10 mM es indicativo de compuestos que
inducen a actividad T1R2/T1R3 y un agonista umami. Preferiblemente, un golpe
positivo para un agonista umami tendra valor ECso de menos de aproximadamente
1 mM: mas preferiblemente que varian desde aproximadamente un pM a

aproximadamente un uM bajo.

En experimentos de ensayos mejorados una respuesta de dosis MSG se
desarrolla y una segunda respuesta de dosis MSG con una cierta cantidad de
compuestos candidatos en cada una de las concentraciones MSG al mismo
tiempo. Luego, la proporcion ECsy se calcula con base en las siguientes

definiciones:
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Proporcion ECsg = ECso(MSG)/EC50(MSG+[compuesto])

En donde "[compuesto]" se refiere a la concentracion del compuesto
utilizada para elicitar (o mejorar o potenciar ) la respuesta de dosis MSG. Aquellas
concentraciones pueden variar desde un pM. a un mM, mas preferido, desde un
nM a uM bajo. Un mejorador potente umami tiene una proporcion ECso alta a

concentracion baja del compuesto utilizado.

En la presente invencion, una proporcion ECso de mas de 1 es indicativa de un
compuesto que modula (potencia) la actividad T1R2/T1R3 y es un mejorador
umami. Preferiblemente, un golpe positivo tiene valores en proporciéon ECsq de al

menos 1,20, preferiblemente que varian desde al menos 1,50 a 100 o adn mayor.

Las mezclas de control negativo (por ejemplo, amortiguador sin un estimulo de
sabor agregad.o) se les asignan un valor de actividad T1R relativo de 0%. La
inhibicion de un T1R se logra cuando la mezcla de control positiva y un resultado
modulador en el valor de actividad T1R con relaciéon al control positivo es de
aproximadamente 80%, opcionalmente 50% o 25-0%. La activacion de un T1R por
un modulador solo se logra cuando el valor de la actividad T1R con relacion a la
muestra de control positiva 10%, 25%, 50%, 75%, opcionalmente 100%,

opcionalmente 150%, opcionalmente 200-500%, o 1,000-3,000% mayor.

Los términos “purificado”, “substancialmente purificado”, y “aislados” como se
utilizan aqui se refieren al estado de ser libre de otros, compuestos no similares
con los cuales el compuesto de la invencion estda normalmente asociado en su

estado natural, de tal forma que el sujeto “purificado” “substancialmente
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purificado”, y “aislados” comprende al menos 0,5%, 1%, 5%, 10%, o 20%, y mas
preferiblemente al menos 50% o 75% de la masa, en peso, de una muestra dada.
En una modalidad preferida, estos términos se refieren al compuesto de la
invencién que comprende al menos 95% de la masa, en peso, de una muestra
dada. Como se utiliza aqui los términos “purificado”, “substancialmente purificado”,
y “aislados” cuando se refieren a un acido nucleico o proteina, también se refieren
a un estado de purificacion o concentracion diferente a aquella que ocurre
naturalmente en el mamifero, especialmente el cuerpo humano. Cualquier grado
de purificacion o concentracion mayor que aquella que ocurre naturalmente en los
mamiferos, especialmente humano, cuerpo, incluyendo (1) purificacion de las
otras estructuras o compuestos asociados o (2) el asocio con las estructuras o
compuestos a los cuales no esta normalmente asociado en el cuerpo del mamifero
especialmente humano, estan dentro del significado “aislado”. El acido nucleico o
proteina o clases de acidos nucleicos o proteinas, descritos aqui, pueden ser
aislados, o también asociados con estructuras o compuestos a los cuales ellos no
estan normalmente asociados en la naturaleza, de acuerdo con una variedad de

meétodos y procesos conocidos por los versados en la técnica.

El término “acido nucleico” o “secuencia de acido nucleico” se refiere a un
ribonucleétido desoxi- 0 a un oligonucleétido ribonucleétido en cualquier forma
sola o de cadena doble. El término que involucra acidos nucleicos es decir,
oligonucleétidos, que contiene analogos conocidos de nucleétidos naturales. Ei
téermino también involucra estructuras similares a acido nucleico con estructuras
principales sintéticas (ver por ejemplo, Oligonucleotides y Analogues, a Practical
Approach, ed. F. Eckstein, Oxford Univ. Press (1991); Estrategias Antisentido,
Annals of the N. Y. Academy of Sciences, Vol. 600,» Eds. Baserga et al. (NYAS

1992); Milligan J. Med. Chem. 36: 1923-1937 (1993); Antisense Research y
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Applications (1993, CRC Press), WO 97/03211; WO 96/39154; Mata, Toxicol.
Appl. Pharmacol. 144. 189-197 (1997); Strauss-Soukup, Biochemistry 36. 8692-

8698 (1997); Samstag, Antisense Nucleic Acid Drug Dev, 6: 153-156 (1996)).

A menos que se indique de otra manera, una secuencia de acido nucleico
particular  también involucra implicitamente  variantes modificadas
conservadoramente de las mismas (por ejemplo, sustituciones degeneradas de
codones) y secuencias complementarias, lo mismo que la secuencia
implicitamente indicada. Especificamente, las sustituciones degeneradas de
codones pueden ser logradas por medio de generar, por ejemplo, secuencias, en
las cuales la tercera posicién de uno o mas codones seleccionados es sustituido
con residuos mezclados con base y/o desoxinosina (Batzer et al., Nucleic Acid
Res., 19: 5081 (1991); Ohtsuka et al., J; Biol. Chem., 260: 2605-2608 (1985);
Rossolini vet al., Mol. Cell. Probes, 8: 91-98 (1994)). El término acido nucleico es
usado de manera intercambiable con gen, cADN, mARN, qligonucleétido y

polinucleétido.

Los términos “polipéptidos”, “péptido” y “proteina” son usados de manera
intercambiable aqui para referirse a un polimero de residuos de aminoacidos. Los
términos aplican a polimeros de aminoacidos en los cuales uno o mas residuos de
amino&cido es una copia quimica artificial de un aminoacido de ocurrencia natural
correspondiente, lo mismo que los polimeros de aminoacidos de ocurrencia

natural y polimeros de aminoacidos de ocurrencia no natural.

El término “dominio de translocacion de plasma de membrana” o simplemente
“dominio de translocacién” significa un dominio de polipéptido que es incorporado

en una secuencia de codificaciéon de polipéptido, puede con mayor eficacia “vigilar”
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o “translocar” la proteina hibrida (“fusiéon”) a la membrana de plasma de la célula
sin el dominio. Por ejemplo, un “dominio de translocacion” puede ser derivado del
terminal amino del polipéptido receptor de rodopsina bobina, un receptor 7-
transmembrana. Sin embargo, la rodopsina de cualquier animal puede ser usada,
como otras secuencias facilitadoras de la translacion. Asi, el dominio de
- translocacion es eficiente particularmente en la translaciéon de proteinas de fusion
7-transmembrana a la membrana del plasma, y una proteina (por ejemplo, un
polipeptido receptor del gusto) que comprende un dominio de translocaciéon de
terminal amino que puede ser transportado a la membrana de plasma mas
eficientemente que sin el dominio. Sin embargo, si el dominio del N-terminal del
polipéptido esta activo en el ligado, como con los receptores T1R de la presente
invencion, el uso de otros dominios de translocacion puede ser preferido. Por
ejemplo, un péptido que interacttia con el dominio PDZ como se describe aqui,

puede ser usado.

El “dominio de translocacion”, “dominio de unién de Iigando”, y composiciones de
receptores quiméricos descritos aqui, también incluyen “andlogos” o “variantes
conservadoras” y “miméticos” (“péptido miméticos”) con estructuras y actividad
que corresponden substancialmente a las secuencias ilustradas. Asi, los términos
“variante conservadora o conservadora” o “analogos” o “miméticos” se refiere a un
polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido modificada, de modo que los
cambios no alteran substancialmente la estructura del polipéptido (la variante
conservadora) y/o su actividad, como se define aqui. Estos incluyen variaciones
modificadas de manera conservadora de una secuencia de aminoacido, es decir
sustituciones de aminoacido, adiciones o eliminaciones de aquellos residuos que
no son criticos para la actividad de la proteina, o sustitucién de aminoacidos con

residuos que tiene propiedades similares (por ejemplo, acidicos, basicos,
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cargados positivo o negativamente, polares o no polares, etc.) de modo que las
sustituciones de aminoacidos criticos no alteran substancialmente la estructura y/o

actividad.

Mas particularmente, “las variantes modificadas conservadoramente” aplican tanto
a aminoacido y a secuencia de acido nucleico. Con respecto a la secuencia de
acido nucleico particulares, las variantes modificadas conservadoramente se
refieren a aquellos acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos
idénticas o esencialmente idénticas, o en donde el 4cido nucleico no codifica una
secuencia de aminoacido a unas secuencias esencialmente idénticas. Debido a la
degeneracién del codigo genético un gran numero de acidos nucleicos

funcionalmente codifican cualquier proteina dada.

Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU todos codifican el aminoacido
alanina. Asi, en cada posicion en donde una alanina es especificada por un codén,
el codén puede ser alterado a cualquiera de los codones correspondientes

descritos sin alterar el polipéptido codificado.

Tales variaciones de acido nucleico son “variaciones silenciosaé”, que son una
especie de variaciones modificadas conservadoramente. Cada secuencia de acido
nucleico aqui, que codifica un polipéptido, también describe cada variacién
silenciosa posible del 4cido nucleico. Una persona versada reconocera que cada
codén en un acido nucleico (excepto AUG, que es usualmente el Gnico codén para
la metionina, y el TGG, que es ordinariamente el Gnico codon para el triptofano)
puede ser modificado para proporcionar una molécula funcionalmente idéntica. De
acuerdo a lo anterior, cada variacion silenciosa de un acido nucleico que codifica

un polipéptido, esta implicito en cada secuencia descrita.
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Las tablas de sustitucion conservadora suministran aminoacidos funcionalmente
similares que son bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, una guia ilustrativa
para seleccionar sustituciones conservadoras incluye (el residuo original seguido
por la sustitucidn ilustrativa): ala/gli o ser; arg/lis; asn/gin o his; asp/glu; cis/ser;
gin/asn ; gli/asp; gli/ala o pro; his/asn o gin ; ile/leu o val; leu/ile o val; lis/farg o gin o
glu; met/leu o tir o ile; phe/met o leu o tir; ser/thr; thr/ser; trpftir; tirtrp o phe; vallile
o leu. Una via iIustrativa alternativa usa los siguientes seis grupos, cada uno
contiene aminoacidos que son sustituciones conservadoras para el otro: 1) Alanina
(A), Serina (S), Treonina (T); 2) acido Aspartico (D), acido Glutamico (E); 3)
Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina (R), Lisina (1) ; 5) Isoleucina (l), Leucina
(L), Metionina (M), Valina (V); y 6) Fenilalanina (F), Tirosina (l), Triptofan (W); (ver
tarhbién, por ejemplo, Creighton, Proteins, W. H. Freeman y Company (1984);
Schultz y Schimer, Principles of Protein Structure, Springer-Vrlag (1979)). Uno
versado en la técnica apreciara que las sustituciones identificadas anteriormente
no solo son las unicas sustituciones conservadoras posibles. Por ejemplo, para
algunos propédsitos uno puede tener en cuenta todos los aminoacidos cargados
como sustituciones conservadoras para cada uno con respecto al otro en donde
ellos son positivos o negativos. En adicion, las sustituciones individuales,
eliminaciones o adiciones que alteran agregan o eliminan un aminoacido Unico o
un porcentaje pequefio de aminoacido en una secuencia codificada también puede

ser considerado, “variaciones modificadas conservadoramente”.

Los términos “miméticos” y “péptido miméticos” se refiere a un compuesto quimico
sintético que tiene substancialmente la misma estructura y/o caracteristicas
funcionales de los polipéptidos, por ejemplo, dominios de translocacion, dominios

de unién de ligando o receptores quiméricos de la invencion. El mimético puede

89



WO 2005/015158 106 PCT/US2004/025459

ser compuesto enteramente de analogos no naturales, o sintéticos de

aminoacidos, o puede ser una molécula quimérica de aminoacidos de péptido
parcialmente natural y aminoacidos de analogos parcialmente no naturales. El
mimético puede también incorporar cualquier cantidad de sustituciones
conservadoras de aminoacidos naturales siempre que tales sustituciones tampoco

alteren substancialmente la estructura y/o actividad del mimético.

Como con los polipéptidos de la invencidon que son variantes conservadoras, la
experimentacion de rutina determina si un mimético esta dentro del alcance de la
invenciéﬁ, es decir, que su estructura y/o funcibn no este alterada
substancialmente. Las composiciones miméticas de polipéptidos pueden contener
cualquier combinacién de componentes estructurales no naturales, que son
tipicamente de tres grupos estructurales: a) grupos de enlace de residuos
diferente de los enlaces amida naturales (“enlace de péptido”); b) residuos no
naturales en lugar de residuos de aminoacido de ocurrencia natural; o c¢) residuos
que inducen imitacion secundaria estructural, es decir para inducir o estabilizar
una estructura secundaria, por ejemplo, una vuelta beta, vuelta gama, hoja beta,
conformacion de hélice alfa y similar. Un polipéptido puede estar caracterizado
como un mimético cuyo todo o algunos de sus residuos estan unidos por medios
quimicos a otros que no son enlaces naturales de péptido. ‘Los residuos péptidos
mimeéticos individuales pueden ser unidos por enlaces de péptido, otros enlaces
quimicos o por medio de acoplamiento, tales como, por ejemplo; glutaraldehido,
ésteres N-hidroxisuccinimida, maleimidas bifuncionales, N, N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) o N, N’-diisopropilcarbodiimida (DIC). Los grupos
enlazados que pueden ser una alternativa al enlace amida tradicional ("enlace de
péptido") incluye, por ejempio, ketometileno (por ejemplo, -C(=0)-CH,- para -

C(=0)-NH-), aminometileno (CHz-NH), etileno, olefina (CH=CH), éter (CH,-0O),
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tioéter (CH2-S), tetrazol (CNy), tiazol, retroamida, o éster (ver por ejemplo, Spatola,
Chemistry y Biochemistry of Amino Acids, Peptides y Proteins, Vol. 7, pp 267-
357,"Peptide Backbone Modifications,” Marcell Dekker, NY (1983)). Un polipéptido
también puede ser caracterizado como un mimético si contiene todos o algunos de
los residuos no naturales en lugar de los residuos de aminoacido de ocurrencia
natural; residuos no naturales son bien descritos en la literatura cientifica y de

patentes

Una “etiqueta” o una “parte detectable” es una composicién detectable por medios
espectroscopicos, fotoquimicos bioquimicos, inmunoquimicos, o quimicos. Por
ejemplo, etiquetas utiles incluye la %P, las tintas fluorescentes, los reactivos
densos en electrones, las enzimas (por ejemplo, como es usado cominmente en
un ELISA), la biotina, la digoxigenina, o haptenos y proteinas que pueden ser
hechas detectables, por ejemplo, por medio de incorporar una radioetiqueta en el

peéptido o usada para detectar anticuerpos especialmente reactivos con el péptido.

Uné “probeta de &cido nucleico oligonucleétido marcado” es uno que esta ligado,
sea de manera covalente, por ‘medio de un ligador o un enlace quimico o de
manera no covalente por medio de enlaces ionicos, de Van der Waals,
electrostatico, o de hidrégeno a una etiqueta tal qué la presencia de la probeta
pueda ser detectada por medios de detectar la presencia de la etiqueta ligada a la

probeta.

Como se usa aqui “una probeta de acido nucleico u oligonucleétido” es definido
como un acido nucleico capaz de ligar a un acido nucleico objetivo de secuencia
complementaria a través de uno o mas tipos de enlaces quimicos, usualmente por

medio de emparejar bases complementarias, usualmente por medio de la
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formacién de enlaces de hidrégeno. Como se usa aqui una probeta puede incluir
bases naturales (por ejemplo, A, G, C, o T) o madificada (7-deazaguanosina,
inosina, etc.). Adicionalmente, las bases en una probeta pueden estar unidas por
un enlace diferente a un enlace de fosforiéster, siempre que este no interfiera con

la hibridizacion. Asi, por ejemplo, las probetas pueden ser acido nucleico de

peptido en el cual las bases constituyentes son unidas por enlaces de péptido en

vez de vinculos de fosforiéster. Sera entendido por aguellos versados en la técnica
que las probetas pueden ligar secuencias objetivo que carecen completamente de
complementariedad con la secuencia de probeta dependiendo de lo estricto de las
condiciones de hibridizaciéon. Las probetas son marcadas de manera opcional
directamente como con is6topos, croméforos, lumiforas, cromogenes, o marcados
indirectamente tal como con biotina, a la cual un complejo de estreptavidina puede
ligarse mas tarde. Porvmedio de ensayar en cuanto a presencia o ausencia de la
probeta, uno puede detectar la presencia o ausencia de la secuencia o

subsecuencia seleccionada.

El término “heterdlogo’que se usa con referencia a porciones de un acido nucleico
indica que el acido nucleico comprende dos o mas subsecuencias que no se
encuentran en la misma relacién la una con la otra en la naturaleza. Por ejemplo,
el acido nucleico es tipicamente producido de manera recombinante, tiene dos o
mas secuenciaé de genes no relacionados dispuestos para hacer un nuevo acido
nucleico funcional, por ejemplo, un promotor desde una fuente y una region de
codificacion desde otra fuente,. Similarmente, una proteina heteréloga indica que
la proteina comprende dos o mas subsecuencias que no se han encontrado en la
misma relacion la una con la otra en la naturaleza (por ejemplo, una proteina de

fusion).
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Un “promotor” es definido como un arreglo se secuencias de acido nucleico que
dirigen la transcripcién de un &cido nucleico. Como se usa aqui, un promotor
incluye las secuencias necesarias de acido nucleico cerca del sitio de partida de la
transcripcion, de modo que, en el caso de un promotor tipo polimerasa Il, un
elemento TATA. Un promotor también incluye opcionalmente un promotor distante
o elementos represores, que pueden ser localizados tanto como varios miles de
pares de base desde le sitio de partida de la transcripcion. 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 esta activo bajo regulacién ambiental
o de desarrollo. El término “enlazado operativamente” se refiere a un enlace
funcional entre una secuencia de control de expresion de acido nucleico (por
ejemplo, un promotor, o una disposicién o arreglo de sitios de enlace del factor de
transcripcion) y una segunda secuencia de acido nucleico, en donde la secuencia
de control de expresién dirige la transcripcion del acido nucleico correspondiente a

la segunda secuencia.

Como se usa aqui “recombinante” se refiere a un polinucleétido sintetizado o de
otra manera manipulado in vitro (por ejemplo, “polinucleétido recombinante”), o
métodos de usar polinucleétidos recombinantes para producir productos de genes
en células u otros sistemas biolégicos, o a un polipéptido (“proteinas
recombinantes”) codificado por un polinucleétido recombinante. “recombinante
significa” también involucrar el ligado de acidos nucleicos que tiene diversas
regiones de codificacién o dominids de codificacién o secuencias promotoras de
diferentes fuentes en un casete de expresion .o vector para expresién de, por

ejemplo, la expresion inducible o constitutiva de una proteina de fusion que
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comprende un dominio de translocacién de la invencién y una secuencia de acido

nucleico amplificada como un cebador de la invencion.

Como se usa aqui, una “linea celular estable” se refiere a una linea celular, que de
manera estable, es decir durante un periodo prolongado, expresa una secuencia
nucleica heteréloga es decir una T1R o proteina G. en las modalidades preferidas,
tales lineas estables celulares pueden ser producidas por la transfeccion
apropiada de las células, tipicamente células de mamiferos, por ejemplo, células
HEK-293, con un vector linearizado que contiene una construccion de expresion
T1R, es decir T1R1, T1R2 y/o T1R3. mas preferiblemente, tales lineas celulares
estables seran producidas por cotransfectar dos plasmidos linearizados que
expresan hTIRl y hT1R3 o hT1R2 y hT1R3 y un procedimiento de seleccion
apropiado para generar lineas celulares que tienen estos genes integrados de
manera estable alli. Mas preferiblemente, la linea celular expresa de manera

estable una proteina G, tal como la Gg1s.

La frase “hibridiza de manera selectiva (o especificamente)” se refiere al ligado,
duplexado, o hibridizado de una molécula solamente a una secuencia de
nucledtido particular bajo condiciones de hibridizacion estrictas cuya esa

secuencia estd presente en una mezcla compleja (por ejemplo, celular total o

libreria de ADN o ARN).

La frase “condiciones de hibridizacion estrictas” se refiere a condiciones bajo las
cuales una probeta hibridizara en su subsecuencia objetivo, tipicamente en una
mezcla compleja de acido nucleico, pero no en otras secuencias. Las condiciones
estrictas son dependientes de secuencia y seran diferentes en circunstancias

diferentes. Las secuencias mas largas hibridizan especificamente a temperaturas
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mayores. Una guia extensiva a la hibridizacién de acidos nucleicos se encuentra
en Tijssen, Techniqués in Bioche » zistfy y Molecular Biology- Hybridization with
Nucleic Probes,"Overview of principles of hybridization y the strategy of nucleic
acid assays" (1993). Generalmente, las condiciones estrictas son seleccionadas
entre 5 a 10 °C inferiores a el punto térmico de fusién (Tm) para la secuencia
especifica de una resistencia iénica definida de pH, la Tm es la temperatura (bajo
la resistencia iénica definida, pH, y concentracion nucleica) en la cual el 50% de
las probetas complementarias al objetivo hibridizan a la secuencia objetivo en
equilibrio (ya que las secuencias objetivo estan presentes en exceso, en la Tm,
50% de las probetas son ocupadas en equilibrio). Las condiciones estrictas
también seran aquellas en las cuales la concentracion de sal es menor que cerca
de 1,0 M de i6n de sodio, tipicamente cerca de 0,01 a 1,0 M de concentraciéon de
i6n de sodio (u otras sales) a un pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura es de por lo
menos cerca de 30 °C para probetas cortas (por ejemplo, 10 a 50 nucleétidos) y
por lo menos cerca de 60 °C para probetas largas (por ejemplo, mayores a 50
nucledtidos). Las condiciones estrictas también pueden ser logradas con la adicién
de agentes de desestabilizaciéon tales como la formamida. Para la hibridizacion
selectiva o especifica, una sefial positiva es por lo menos un fondo de dos veces,
opcionalmente de fondo de 10 veces. Las condiciones estrictas ilustrativas de
hibridizacién pueden ser como sigue: 50% de formamida, 5x SSC, y 1% de SDS,
incubyo a 42°C, o, 5x SSC, 1% de SDS, incubado a 65°C, con un lavado en 0.2x
SSC, y 0.1 % de SDS a 65°C. Tales hibridaciones y etapas de lavado pueden

llevarse a cabo, para, por ejemplo, 1, 2, 5, 10, 15, 30, 60; o mas minutos.

Los acidos nucleicos que no hibridizan uno al otro bajo condiciones estrictas son
relacionados todavia substancialmente, si los polipéptidos que ellos codifican

estan substancialmente. Esto ocurre, por ejemplo, cuando una copia de un acido
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nucleico es creada usando la degeneracion de codén maxima permitida por el
codigo genético. En tales casos, los acidos nucleicos hibridizan tipicamente bajo
condiciones de hibridizacion moderadamente estrictas. llustrativamente “las
condiciones de hibridizacién moderadamente estrictas” incluyen una hibridizacion
en un amortiguador de 40% de formamida, 1 M NaCL, 1% de SDS a 37°C, y un
lavado 1X SSC a 45°C. Tales hibridizaciones y etapas de lavado pueden llevarse
a cabo para, por ejemplo, 1, 2, 5, 10, 15, 30, 60, 0 mas minutos. Una hibridizacion
positiva es por lo menos dos veces soportada. Aquéllos versados en la técnica
reconoceran facilmente que la hibridizacién alternativa y las condiciones de lavado

pueden ser utilizadas para suministrar condiciones que son similarmente estrictas.

“Anticuérpo” se refiere a un polipéptido que comprende una regién de estructura
de un gen de inmunoglobulina o fragmentos del que liga especificamente y
reconoce u.n antigeno. Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen los
genes kappa, lambda, alfa, gama, delta, ypsilon, y de regién constante mu, lo
mismo que los genes de regién variable miriad de inmunoglobulina. Las cadenas
livianas son clasificadas sea kappa o lambda. Las cadenas pesadas son
clasificadas como gama, mu, alfa, delta, o ypsilon, que a su vez definen las clases

de inmunoglobulina, 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente.

Una unidad estructural de inmunoglobulina ilustrativa (anticuerpos) comprende un
tetramero. Cada tetramero esta compuesto de dos pares idénticos de cadena de
polipéptido, cada par tiene una cadena “liviana” (cerca de 25 kDa) y una cadena
‘pesada” (cerca de 50 a 70 kDa). El N-terminus de cada cadena define unas
region variable de cerca de 100 a 110 o mas aminoacidos principalmente

responsables por el reconocimiento del antigeno. El término “cadena liviana
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variable” (VL) y “cadena pesada variable” (VH) se refiere a estas cadenas liviana y

pesada respectivamente.

Un “anticuerpo quimérico” es una molécula de anticuerpo en la cual (a) la region
constante, o una porcion de ellas es alterada, reemplazada o intercambiada de
modo que le sitio de ligado del antigeno (region variable) esta ligado a una regién
constante de una clase alterada o diferente, funcion efectora y/o especie, 0 a una
molécula completamente diferente que confiere nuevas propiedades al anticuerpo
quimérico, por ejemplo, una enzima, toxina, hormona, factor de crecimiento, droga,
etc.; o (b) la regidn variable, o una porcién de ella, es alterada, reemplazada o
intercambiada con una region variable que tiene una especificidad de antigeno

diferente o alterada.

Un anticuerpo “anti-T1R” es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que liga
especificamente un polipéptido codificado por un gen T1R, cADN, o una

subsecuencia del mismo.

El téermino “inmunoensayo” es un ensayo que utiliza un anticuerpo para ligar
especificamente un antigeno. El inmunoensayo esta caracterizado por el uso de
propiedades de ligado especificas de un anticuerpo particular para aislar, tomar

como objetivo y/o cuantificar el antigeno.

La frase “liga especificamente (o selectivamente)” o “reacciona especificamente (o
selectivamente)” se refiere a una molécula o composicion, se refiere a una
reaccion de ligado que es determinativa de la presencia de la molécula en una
poblacion heterogénea de otros biolégicos. Asi, bajo condiciones designadas, las

moléculas especificadas se ligan a un receptor particular al menos dos veces al
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antecedente y no se liga substancialmente en una cantidad significativa a otras
moléculas presentes en la muestra. El ligado especifico a un receptor bajo tales
condiciones puede requerir un receptor que sea seleccionado por su especificidad

para una molécula particular.

Con respecto a los anticuerpos una variedad de formatos de inmunoensayo
pueden ser usados para seleccionar los anticuerpos especialmente
inmunoreactivos con una proteina particular. Por ejemplo, los inmunoensayos
ELISA de fase sdlida son usados rutinariamente para seleccionar anticuerpos que
tiene una inmunoreaccién especifica con una proteina (ver, por ejemplo, Harlow &
Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, (1988), para una descripcién de formato
de inmunoensayo y condiciones que pueden ser usadas para determinar
inmunoreactividad especifica). Tipicamente una reaccion especifica o selectiva
puede ser por lo menos dos veces una sefial o ruido antes de antecedente y mas

tipicamente mas de 10 a 100 veces el antecedente.

La frase “asociados selectivamente con” se refiere a la habilidad de un acido
nucleico para “hibridizar selectivamente” con otro como se definié anteriormente, o
la habilidad de un anticuerpo para “ligar selectivamente (o especificamente)” a una

proteina como se disefio anteriormente.

El término “vector de expresion” se refiere a cualquier sistema de expresién
recombinante para el propdsito de expresar una secuencia de acido nucleico de la
invenci(m in vitro o in vivo constitutiva o indeciblemente en cualquier célula,
incluyendo ceélulas procariéticas, de levadura, de hongos, de plantas, de insectos o
de mamiferoé. El término incluye sistemas de expresion lineal o circular. El término

incluye sistemas de expresiéon que permanecen episomales o integradas dentro
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del genoma de la célula anfitriona. Los sistemas de expresién pueden tener la
habilidad de auto replicarse o no, es decir, manejar solo expresion transitoria en
una célula. El término incluye la expresion recombinante “de casetes” que
contengan solamente los elementos minimos necesarios para la transcripcién del

acido nucleico recombinante.

Por “célula anfitriona” se quiere significar una célula que contiene un vector de
expresion y soporta la replicacion o expresion del vector de expresion. Las células
anfitrionas pueden ser células procaridticas tales como E. coli, o células
eucaridticas tales como levadura, insectos, anfibios, gusanos o células de
mamiferos tales como CHO, Hela, HEK-293 y similares, por ejemplo, células

cultivadas, explantadas, y células in vivo.

COMPUESTOS

Como se discutié anteriormente, hay diferentes dominios en los receptores T1R.
T1R1, T1R2, y T1R3 cada uno contiene un dominio extracelular de terminal N
(también conocido como el dominio Venus flytrap), dominios de transmembrana
que comprenden siete regiones de transmembrana, y correspondientemente
citoplasmico, y lasos extracelulares; una cisteina de dominio rico, y un dominio de
terminal C. Cada region define un conjunto especifico de compuestos que ligan

especificamente a esa region.

En humanos, el dominio extracelular de Terminal N comprende aminoéacidos C-
termina con aminoacidos de 1 a 560 de hT1R2 y aminoacidos 1 a 563 de liT1R3.
En de ratas, el dominio extracelular de terminal N comprende aminoacidos 1 a 564

de rT1R2, y aminoacidos 1 a 568 de rT1R3.

99



WO 2005/015158 116 PCT/US2004/025459

En humanos, el dominio de transmembrana de terminal C. y el dominio intracelular
comprenden aminoacidos 561 a 839 de hT1R2, y aminoacidos 564 a 852 de
hT1R3. En de ratas el dominio de transmembrana de terminal C y el dominio
intracelular comprenden aminoacidos 565 a 842 de rT1R2, y aminoacidos 569 a

858 de rT1R3.

Los receptores glutamato metabotrépico (mGIuR) son otra clase de receptores
acoplados a proteina G clase C que responden al glutamato. Estos se encuentran
principalmente en el cerebro y en el tejido neuronal en donde ellos juegan un
papel en la sefalizacién neuronal. EI dominio extracelular del terminal N mGIuR
puede ser ligado covalentemente a un T1R para poder crear receptores
quiméricos. El receptor de mGIuR puede ser cualquiera de mGIuRI-mGIuR8, por
ejemplo. Los diferentes ligandos se ligan a diferentes dominios sobre subunidades
diferentes tanto de receptores umami y dulce. Por ejemplo, la aspartamo y la
neotamo se ligan al dominio extracelular de terminal N del T1R2, mientras que el
ciclamato, dihidrochalcona neohesperidina (NHDC), y el lactisol se ligan al dominio
de transmembrana de T1R3. Debido a que T1R3 es una de las dos subunidades
en el receptor del gusto umami TIR1/T1R, el ciclamato, el NHDC vy el lactisol
pueden interactuar con el T1R3 en el receptor de gusto umami T1R1/T1R3
tambien. El ciclamato y el NHDC promueven la actividad del receptor del gusto

umami, mientras que el lactisol inhibe el receptor umami.

Los compuestos de ligado especifico de la invencién como estan relacionados a
los gustos umami comprenden amidas. Los compuestos de amida también

comprenden ciertas clases de derivados de amida o clases de derivado
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relacionados con amidas tales como ureas, uretanos, oxalamidas, archilamidas, y

similares.

Las moléculas que interactian con el dominio de transmembrana de T1R2, por
ejemplo, pueden ser moduladores del gusto del dulce, y las moléculas que
interactuan con el dominio de transmembrana de T1R3 pueden ser moduladores

del gusto del dulce y/o del gusto umami.

El TIR2/T1R3 reconoce un grupo de endulzantes que no son reconocidos por el
T1R2/T1R3 de rata, y el TIR2/T1R3 humano pero no de rata es inhibido por el
lactisol. Cuyo dominio extracelular del T1R2 humano fue reemplazado por su
contraparte de rata, el receptor humano perdi6é la habilidad para reconocer la
aspartamo, indicd que esta parte del T1R2 humano se requiere para ligarse a la
aspartamo. Contrariamente, cuyo el dominio extracelular de T1R2 de rata fue
reemplazado por su contraparte human, el receptor de rata adquiere la habilidad
para reconocer al aspartamo, indicando que esta parte del T1R2 es suficiente para
ligar la aspartamo. Por el mismo principio, el dominio de transmemebrana del

T1R3 fue requerido y suficiente.

La tabla 6 muestra las abreviaciones utilizadas para representar diversos

receptores quiméricos de rata’lhumano y subunidades de receptor.
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TABLA 6

hT1R2- T1R2 humano

hT1R3- T1R3 humano

rT1R2- T1IR2 derata

rT1R3- T1R3 de rata |
hT1R2/rT1R3- un receptor compuesto de T1R2 humano y T1R3 de rata

rT1R2/hT1R3- un receptor compuesto de un T1R2 de rata y un T1R3 humano

hT1R2/h3-r3-un receptor compuesto de T1R2 humano y un T1R3 quimérico
con dominio extracelular de terminal N humano y transmembrana de rata y

dominio terminal C

rT1R2/r3-h3- un receptor compuesto de T1R2 de rata y un T1R3 quimérico
con dominio extracelular de terminal N de rata y transmembrana humana y el

dominio de terminal C.

h2-r2/fT1R3- un receptor compuesto de T1R2 quimérico con dominio
extracelular de terminal N humano y transmembrana de rata y dominio de
terminal C y T1R3 de rata. ’

r2-h2/rTIR3- un receptor compuesto de un T1R2 quimérico de rata dominio
extracelular de terminal N de rata y transmembrana humana y dominio de
terminal C y T1R3 de rata

h2-hi/hT1R3- un receptor compuesto de un T1R quimérico con dominio
extracelular de terminal N de T1R2 humano y transmembrana T1R1 humana
y dominio de terminal C y T1R3 humano.

hl-h2/hT1R3- un receptor compuesto de un T1R quimérico con dominio
extracelular de terminal N de T1R1 humano y transmembrana de T1R2

humana y dominio de terminal C y T1R3 humano.

h2-mGIuRI/h3-mGIuRI- un receptor compuesto de un dominio extracelular de
terminal N de hT1R2 ligado covalentemente a la transmembrana y el dominio
de terminal C del mGIuRI y un dominio extracelular de terminal N de hT1R3
ligado covalentemente a la transmembrana y el dominio de terminal C del
mGIuRI.

hI-mGIulR/h3-mGIuRI- un receptor compuesto de un dominio extracelular de
terminal N de hTIR1 ligado covalentemente a la transmembrana y el dominio
de terminal C del mGIuRI y un dominio extracelular de terminal N de hT1R3

ligado covalentemente a la transmembrana y el dominio de terminal C del
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mGluRI.

MGIuRI-h2/mGIuRI-h3- un receptor compuesto de un dominio extracelular de
terminal N del mGIuRl ligado covalentemente a la transmembrana y el
dominio de terminal C de hT1R2 y un dominio extracelular de terminal N de un
mGluRlI ligado covalentemente a la transmembrana y al dominio de terminal C
de hT1R3

MGIURI-hI/mGIuRI-h3- un receptor compuesto de un dominio extracelular de
terminal N del mGIuRI ligado covalentemente a la transmembrana y el
dominio de terminal C de hTIR1 y un dominio extracelular de terminal N del
mGluRlI ligado covalentemente a la transmembrana y el dominio de terminal C
de hT1R3.

Se describe aqui compuestos de ocurrencia no natural que ligan especificamente
al receptor TIR2/T1R3 que comprende hT1R2/hT1R3 pero no el rT1R2/T1R3.
Ejemplos de tales compuestos incluyen, pero no se limitan al neotamo, al
aspartamo, el ciclamato, lactisol, Compuesto 883360, Compuesto 6542888,
Compuesto 403249, Compuesto 6364395, &cido dihidroxibenzoico (DHB),
Compuesto 6542888, y dihidrochalcona de neohesperidina (NHDC). 'Ejemplos
adicionales se encuentran en la tabla 1-4. Los compuestos organicos no péptidos
que pueden ser de aproximadamente del tamafio de una caja de dimensiones

15x8x8 angstrom, mas preferiblemente la dimensién deberia ser 12x5x5 angstrom.

También se han descrito compuestos que ligan especificamente a un receptor
T1R2/T1R3 que comprende hT1R2/fT1R3 pero no rT1R2/hT1R3. Ejemplos de
tales compuestos incluyen pero no se limitan al aspartamo, y el neotamo.

Ejemplos adicionales se encuentran en la tabla 5.

También se han descrito compuestos que ligan especificamente al dominio
extracelular de terminal N del T1R2 del receptor hT1R2/hT1R3. Ejemplos de tales

compuestos incluyen pero no son limitados a neotamo, azlcares de carbohidrato
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de aspartamo, (por ejemplo, sucrosa, fructosa, glucosa, tagatosa, eritritol, sorbitol,
maltosa, xilitol, lactosa y galactosa, lo mismo que todos de los otros azlicares de

carbohidrato). Ejemplos adicionales se encuentran en la tabla 5.

También se describen compuestos que ligan especificamente al dominio de Venus

flytrap (VFD) del T1R2 del hT1R2/hT1R3 y el receptor hnT1R2/'T1R3.

También se han descritos compuestos que ligan especificamente al terminal N del
dominio de la Venus flytrap de la subunidad T1R2 del receptor T1R2/T1R3. Mas
especificamente, también se describen compuestos que ligan especificamente a
los residuos de aminoéacido 144 y 302 del terminal N del dominio Venus flytrap
humano de la subunidad T1R2 del receptor T1R2/T1R3. Ejemplos de tales
compuestos incluyen pero no se limitan al aspartamo, neotamo, carbohidratos, y

aminoacidos de dulce tales como D-Trp, Ala, y Gli.

También se han descrito compuestos que ligan especificamente a regién rica de
cisteina del T1R2 del receptor hT1R2/hT1R3. También se han descrito
compuestos que ligan especificamente al Dominio de Transmembrana (TM) del

T1R2 del receptor hT1R2/hT1R3.

También se han descrito compuestos que ligan especificamente a un receptor de
T1R2/T1R3 que comprende rT1R2/hT1R3 pero no el hT1R2/rT1R3. Ejemplos de
tales compuestos incluyen pero no estan limitados al ciclamato, NHDC, lactisol,
Compuesto 883360, Compuesto 403249, y Compuesto 6364395. Ejemplos

adicionales se han encontrado en la tabla 5.
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También se han descrito compuestos que ligan especificamente al hT1IR2/hT1R3
y rT1R2/r3-h3 pero no al rT1R2/rT1R3 o al hT1R2/h3-r3. Ejemplos de tales
compuestos incluyen pero no se limitan al ciclamato, NHDC, lactisol, Compuesto

883360, Compuesto 403249 y Compuesto 6364395,

También se describen compuestos que ligan especificamente al bucle extracelular
2 y al bucle extracelular 3 del dominio de terminal C humano de la subunidad
T1R3 del receptor T1R2/T1R3. También se describen compuestos que ligan
especificamente al hT1R2/hT1R3 y r2-h2/rT1R3 pero no al rT1R2/fT1R3 o al h2-

r2/hT1R3.

También se describen compuestos que ligan especificamente al dominio
extracelular de terminal N humano de la subunidad T1R3 del receptor T1R2/T1R3.
También se describen compuestos que ligan especificamente al dominio de Venus
flytrap (VFD) del T1R3 del receptor hT1R2/hT1R3. Ejemplos de tales compuestos
incluyen pero no se limitan al aspartamo, neotamo, carbohidratos, y aminoacidos

de dulce tales como D-Trp, Ala, y Gli.

También se describen compuestos que ligan especificamente al dominio de
transmembrana de T1R3 del receptor hT1R2/hT1R3. También se describen
compuestos que ligan especificamente al bucle extracelular 2 y al bucle
extracelular 3 del dominio de terminal C humano de la subunidad T1R3 del
T1R2/T1R3. Ejemplos de tales compuestos incluyen pero no se limitan al

ciclamato.

El compuesto de la invencion no incluye sucrosa, fructosa, glucosa, eritritol,

isomaltosa, lactitol, mannitol, sorbitol, xilitol, ciertos terpenoides naturales

(ke
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conocidos, flavonoides, o endulzarores de proteina, di-péptidos, tri-péptidos,
aspartamo, sacarina, sucralosa, sacaridos halogenados, acesulfama-K, ciclamato,
sucralosa, y alitama. neotamo, perillartina, SC-45647, SC-40014, monelina, NC-
002740-01, taumatina, CC- 00100, NC-00420, alitama, SC-44102, dulcina, NC-
00576, acido slicirrizico, esteviosida, Na-Sacarina, D-triptofan, ciclamato, DHB,
acido glicélico, gliciné, D (-) fructosa, homofuronol, D (-) tagatosa, maltosa, D (+)
glucosa, D-sorbitol, D (+) galactosa, a- lactosa, L () fructosa, L (+) Compuesto

403249, y glucosa.

Opcionalmente, un compuesto de la invencion no es también el Compuesto
6364395. También se describen aqui compuestos que ligan regiones truncadas de
un dominio T1R. Por ejemplo, se describen compuestos que ligan especificamente
al dominio TM del receptor T1R2 de un receptor de dulce truncado que comprende
h2TM/h3TM, compuestos que ligan especificamente a el dominio TM del T1R3 de
un receptor de dulce truncado que comprende h2TM/h3TM, compuestos que ligan
especificamente a el dominio TM de T1R2 de un receptor quimérico que
‘comprende mGiuR-h2/mGIuR-h3, compuestos que ligan especificamente a el
dominio TM de T1R3 de un receptor quimérico que comprende mGIuR-h2/mGIuR-
h3, compuestos. que ligan al dominio TM del TIRI de un receptor de saborizacion
truncado que comprende h1TM/h3TM, compuestos que ligan al dominioc TM del
T1R3 de un receptor de dulce truncado que comprende h1TM/h3TM, compuestos
que ligan al dominio TM de T1R1 de un receptor quimérico que comprende
mGIuR-h1/mGIuR-h3, y compuestos que ligan al dominio TM del T1R3 de un
receptor quimerico que comprende mGIuR-h1/mGIuR-h3. Las ID DE SEC No: 29-

33 representan estos receptores truncados.
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Los compuestos de la invencién no incluyen el glutamato de monosodio ("MSG"),
monofosfato de inosina (IMP) o monofosfato de guanosina (GMP), sucrosa,
fructosa, glucosa, eritritol, isomalta, [actitol, mannitol, sorbitol, xilitol, ciertos
terpenoides, naturales conocidos flavonoides, o ensulzadores de proteina , di-
péptidos, tri-péptidos de aspartamo, sacarina, sucralosa, sacaridos halogenados,
acesulfama-K, ciclamato, sucralosa, alitama, glutamato de monosodio ("MSG"),
monofosfato de inosina (IMP) o monofosfato de guanosina (GMP), o monofosfato

de adenosina.

El Compuesto 403249 es (5- (4H-benzo[d][1,3] oxatiin-2-il)-2-metioxifenol,
mientras que el Compuesto 6364395 es 3-(3-hidroxi-4-

metoxifenetil)benzo[d]isoxiazol-4,6-diol.

Los compuestos descritos anteriormente pueden demostrar una dependencia de
compuesto incrementada en fluorescencia con una actividad comparada con la
actividad maxima para la fructuosa o por lo menos 25% en un ensayo con base en
fluorescencia usando un instrumento FLIPR (Lector de Placa de Intensidad
Fluorométrica, Dispositivos Moleculares, Sunnivale, CA). Como ejemplo, de este
- protocolo, ver ejemplos 12 y 18 los compuestos también pueden demostrar una
disminucién de dependencia de compuesto en el EC50 para endulzantes pero por
lo menos dos veces en un ensayo con base en fluorescencia usando un
instrumento FLIPR (Molecular Devices). Mas aln, en un ensayo con base en
células, el compuesto puede resultar en por lo menos 10 a 100 células
transfectadas con tipos silvestres o receptores quiméricos que muestran un
incremento de dependencia al compuesto en fluorescencia. Un ejemplo de un
ensayo con base en células puede encontrarse en el ejemplo 24. El compuesto

también puede demostrar un incremento en dependencia al compuesto por lo
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menos 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, y 1,9,a dos veces 0 mayor, o cualquier
numero en medio, en el numero de células fluorescentes en respuesta a un nivel
maximo de un endulzante. La respuesta puede ser medida por fluorescencia,
niveles de calcio, niveles IP3, niveles de cAMP, ligado de GPTyS, o actividad de

gen reportero (por ejemplo, luciferasa, beta-galactosidasa).

Mas aun, los compuestos descritos aqui pueden tener uno o mas de las siguientes
caracteristicas en una célula: un ECsq disminuido comparado con un control de por
lo menos aproximadamente 50%, nivel de Ca®* intracelular incrementado por al

menos aproximadamente 25%, cAMP intracelular incrementado por al menos

aproximadamente 25%, cGMP intracelular incrementado por al menos

aproximadamente 25%, IP3 intracelular incrementado por al menos
aproximadamente 25%, o ligado a la proteina G incrementado del GTPAS por al

menos aproximadamente 25%.
Métodos de Uso de los Compuestos

También se describen métodos que modulan en el gusto de la saborizacién de un
comestible o de un producto medicinal que comprende suministrar por lo menos
un producto comestible o medicinal, o un precursor del mismo, y combinar el
producto comestible o medicinal o precursor del mismo con por lo menos una
cantidad moduladora de sabor a ajedrea comun de por lo menos un compuesto de
ocurrencia no natural como se describe aqui, o0 una sal comestiblemente aceptable
del mismo, vde modo que se forma un producto comestible o medicinal modificado;

modulando asi el sabor a ajedrea de un producto comestible o medicinal.
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También se describen métodos para inhibir el gusto a ajedrea de un comestible o
producto medicinal que comprende suministrar por lo menos un producto
comestible o medicinal, o un precursor del mismo, y combinar el producto
comestible o medicinal o precursor del mismo con por lo menos una cantidad
inhibidora de sabor a ajedrea de por lo menos un compuesto de ocurrencia no
natural segln se describieron aqUi, 0 una sal comestiblemente aceptable del
mismo, de modo que se forme un producto comestible 0 medicinal modificado;

inhibiendo asi el sabor a ajedrea de un producto comestible o medicinal.

También se describen métodos para incrementar el gusto a ajedrea de un
producto comestible o0 medicinal que comprende suministrar por lo menos un
producto comestible o medicinal, o un precursor del mismo, y combinar el producto
comestible o medicinal o precursor del mismo con por lo menos una cantidad
incrementante de sabor a ajedrea de por lo meno un compuesto de ocurrencia no
natural como se describe aqui, o una sal comestiblemente aceptable del mismo,
de modo que se forma un producto comestible o medicinal modificado;

incrementando asi el sabor a ajedrea de un producto comestible o medicinal.

También se describen métodos para modular el gusto del duice de un producto
comestible o medicinal que comprende suministrar por lo menos‘un producto
comestible o medicinal, o un precursor del mismo, y combinar el producto
comestible o medicinal o precursor del mismo con por lo menos una cantidad
moduladora de sabor a dulce de por lo menos un compuesto de ocurrencia no
' natural segun se describe aqui, 0 una sal comestiblemente aceptable del mismo,
de modo que se forme un prbducto comestible 0 medicinal modificado; modulando

asi el sabor a dulce de un producto comestible o medicinal.

toq



WO 2005/015158 126 PCT/US2004/025459

También se describen métodos para inhibir el gusto a dulce de un producto
comestible o medicinal que comprende suministrar por lo menos un producto
comestible o medicinal, o un precursor del mismo, y combinar el producto
comestible o medicinal o precursor del mismo con por lo menos una cantidad
inhibidora de sabor a duice de por lo meno un compuesto de ocurrencia nb natural
segun se describe aqui, o una sal comestiblemente aceptable del mismo, de modo
que se forme un producto comestible o medicinal modificado; inhibiendo asi el

sabor a duice de un producto comestible o medicinal.

Tambiéen se describen métodos para incrementar el gusto a dulce de un producto
comestible o medicinal que comprende suministrar por lo menos un producto
comestible o medicinal,' o un precursor del mismo, y combinar el producto
comestible o medicinal o precursor del mismo con por lo menos una cantidad
incrementadora de sabor a dulce de por lo menos un compuesto de ocurrencia no
natural segun se describe aqui, o una sal comestiblemente aceptable del mismo,
de modo que se forme un producto comestible o medicinal modificado;

incrementando asi el sabor a dulce de un producto comestible o medicinal.

También se describen métodos para mejorar la percepcion del gusto del umami
que comprende poner en contacto un receptor de umami con ciclamato y NHDC, y
sus derivados, lo mismo que métodos para mejorar la percepcion del gusto del
umami que comprende poner un receptor de umami con derivados del Vlactisol.
También se describen métodos para mejorar el gusto al dulce que comprende
poner en contacto un receptor de dulce con ciclamato y NHDC, y sus derivados.
También se describen métodos para mejorar la percepcion del gusto dulce que

comprende poner en contacto un receptor de dulce con derivados del lactisol.
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Aislamiento y expresion de polipéptidos T1R

El aislamiento y la expresion de los T1R, o fragmentos o variantes de él, de ia
invencion, pueden llevarse a cabo como se describe aqui. Los cebadores PCR
pueden ser usados para la amplificaciéon de acido nucleico que codifican regiones
de unién de ligando del receptor del gusto, y librerias de estos acidos nucleicos
que pueden ser generadas opcionalmente. Los vectores de expresién individuales
o librerias de vectores de expresion que pueden ser usados para infectar o
transfectar células anfitrionas para la expresion funcional de estos acidos
nucleicos o librerias. Estos genes y vectores pueden ser hechos y expresados in
vitro o in vivo. Una persona versada en la técﬁica reconocera que los fenotipos
deseados para alterar y controlar la expresién de acido nucleico pueden ser
obtenidos por medio de modular la expresion o la actividad de los genes' y los
acidos nucleicos (por ejemplo, promotores, mejoradores y similares) dentro de los
vectores de la invencién. Cualquiera de los métodos conocidos descritos para
incrementar o disminuir la expresion o actividad pueden ser usadas. La invencion
puede ser practicada en conjunto con cualquier método o protocolo conocido en la

técnica, al igual que estan bien descritos en la literatura cientifica y de patentes.

Las secuencias de acidos nucleicos de la invencion y otros acidos nucleicos
usados para practicar esta invencion, sean ARN, cADN, ADN genémico, vectores,
virus o hibridos de los mismos, pueden ser aislados a partir de una variedad de
fuentes, logrados por ingenieria genética, amplificados, y/o recombinantemente
expresados. Cualquier sistema de expresion recombinante puede ser usado,
incluyendo, en adicién a las células de mamiferos, por ejemplo, sistemas

bacterianos de levadura, insectos o plantas.
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Alternativamente, estos acidos nucleicos pueden ser sintetizados in vitrd por
técnicas de sintesis quimicas bien conocidas, como se describe en, por ejemplo,
Carruthers, Cold Spring Harbor Sump. Quant. Biol. 47: 411-418 (1982); Adams,
Am. Chem. Soc. 105: 661 (1983); Belousov, Nucleic Acids Res. 25: 3440-3444
(1997); Frenkel, Free- Radic. Biol. Med. 19: 373-380 (1995); Blommers,
Biochemistry 33: 7886-7896 (1994); Narang, Meth. Enzymol. 68: 90 (1979); Brown,
Meth. Enzymol. 68: 109 (1979); Beaucage, Tetra. Lett. 22: 1859 (1981); la patente
Estadounidense No. 4,458,066. Los fragmentos de ADN de doble cadena pueden
ser obtenidos sea por medio de sintetizar la cadena complementaria y templar los
hilos juntos bajo condiciones apropiadas, por medio de agregar hilos

complementarios usando polimerasa de ADN con una secuencia apropiada.

Las técnicas para la manipulacién de acidos nucleicos, tales como, por ejemplo,
para las mutaciones generativas en secuencias, subclonacion, probetas de
marcacioén, secuenciamiento, hibridizacion, y similares son bien descritas en la
literatura cientifica y de patentes. Ver por ejemplo, Sambrook, ed., Molecular
Cloning: a Laboratory manual (segunda edicién), Vols. 1-3, Cold Spring Harbor
Laboratory (1989); Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, ed. John Wiley
& Sons, Inc., New York (1997); Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology: Hybridization With Nucleic Acid Probes, Parte |, Theory and

Nucleic Acid Preparation, Tijssen, ed. Elsevier, N. Y. (1993).

Los acidos nucleicbs, vectores, capsidos, polipéptidos, y similares pueden ser
analizados y cuantificados por cualquiera de un nimero generales bien conocidos
por aquellos versados en la técnica. Estos influyen, por ejemplo, métodos
analiticos bioquimicos tales como NMR, espectrometria, radiografia, electroforesis

capilar, cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC), cromatografia de capa
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delgada (TLC) y cromatografia de hiperdifusion, diversos métodos inmunolégicos,
por ejemplo, reacciones de precipitado de fluido o geles, inmunodifusion,
inmunoelectroforesis, radioinmunoensayos (RIA); ensayos inmunosorbentes
ligados encima (ELISA), ensayos de inmunofluorescencia, analisis Southerm,
analisis Northerm, analisis dot-blot, electroforesis de gel (por ejemplo, SDS-
PAGE), RT.PCR, PCR cuantitativo, u otros métodos de amplificaciéon de sefial u
objetivo de acidos nucleicos, radiomarcado, cintilacion, conteo y cromatografia de

afinidad.

Los cebadores de oligonucleétidos pueden ser usados para amplificar fragmentos
de acido nucleico que codifican regiones de unién de ligando del receptor del
gusto. Los acidos nucleicos d‘escritos aqui también pueden ser clonados o
medidos cuantitativamente usando técnicas de amplificacion. Los métodos de
amplificacion son bien cdnocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, reaccion de
cadena de polimerasa PCR (PCR Protocols, a Guide to Methods and Applications,
ed. munis. Academic Press, N. Y. (1990) y PCR Strategies, ed. Innis, Academic
Press, Inc., N. Y. (1995), reaccion de cadena dé ligasa (LCR) (ver, por ejemplo,
Wu, Genomics 4: 560 (1989); Landegren, Science 241: 1077, (1988); Banger,
Gene 89: 117 (1990)); amplificacion de transcripcion (ver por ejemplo, Kwoh, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173 (1989)); v, replicacion de secuencia autosostenida
(ver, por ejempio, Guatelli, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1874 (1990));
amplificacion de replicasa de beta Q (ver, por ejemplo, Smith, J Clin. Microbiol. 35:
1477-1491 (1997)); ensayo de amplificacion de replicasa Q-beta automatizada
(ver, por ejemplo, Burg, Mol. Cell. Probes 10: 257-271 (1996)) y otras técnicas
mediadas por polimerasa ARN (por ejemplo, NASBA, Cangene, Mississauga,
Ontario); ver también Berger, Methods Enzymol. 152: 307-316 (1987); Sambrook;

Ausubel; patente estadounidense Nos. 4,683, 195 y 4, 683, 202; Sooknanan,
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Biotechnology 13: 563-564 (1995). Los cebadores pueden ser disefiados para
retener la secuencia original del “donador” del receptor de 7 membranas.
Alternativamente, los cebadores pueden codificar residuos de aminoacidos que
son sustituciones conservadoras (por ejemplo, hidrofébicas para residuos
hidrofébicos, ver discusion anterior) o sustituciones funcionalmente benignas (por
ejemplo, que no impidan la insercién del plasma en membrana, que cause divisién
por peptidasa, que causen doblamiento anormal del receptor, y similares. Una vez
amplificados los acidos nucleicos, sea individuaimente o como librerias, pueden
ser clonados de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, y si se desea, en
cualquiera de una variedad de lectores usando métodos moleculares biolégicos;
metodos para clonacién in vitro de acidos nucleicos amplificados como se describe

en la patente estadounidense No. 5,426,039.

Los pares de cebadores pueden ser disefiados para amplificar de manera
selectiva regiones de union de ligando de los miembros de la familia T1R. Estas
regiones pueden variar para diferentes ligandos o gustadores. Asi, lo que puede
ser una region de ligado minima para un gustador puede ser muy limitante para un
segundo gdstador. De acuerdo a lo anterior, las regiones unién de ligando de
diferentes tamarios comprenden diferentes estructuras de dominio extracelular que

pueden ser amplificadas.

Los paradigmas de disefios de pares de cebadores degenerados son bien
conocidos en la técnica. Por ejemplo, un Cebador COnsensus-DEgenerado
Hibrido de Oligonucleétido (CODEHOP) en programa de computador de estrategia
es accesible como http://blocks.fhcrc.org/codehop.html, y estd vinculado
directamente del sitio de alineamiento de secuencia muitiple BlockMaker para la

prediccion de cebador hibrido iniciando con un conjunto de secuencias de
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proteinas relacionadas, como se conoce a las regiones de union de ligando del
receptor del gusto (ver, por ejemplo, Rose, k Res. 26: 1628-1635 (1998); Singh,

Biotechniques 24: 318-319 (1998)).

Medios para sintetizar pares de cebadores de oligonucleétidos son bien conocidos
en la técnica. Los pares de base “natural’ o pares de base sintética pueden ser
usados. Por ejemplo, el uso de nucleobases artificiales ofrecen una ensefianza
versatil para manipular la secuencia de cebadores y generar una mezcla mas
compleja de productos de amplificaciéon. Diversas familias de nucleobases son
capaces de asumir multiples orientaciones de enlace de hidrégeno por medio de
rotaciones de enlace interno para suministrar un medio para el reconocimiento
molecular degenerado. La incorporacion de estos analogos en una posicion Unica
de un cebador de PCR permite la generacion de una libreria cbmpleja de
productos de amplificacion. Ver, por ejemplo, Hoops, Nucleic Acids Res. 25: 4866-
4871 (1997). Las moléculas no polares también pueden ser usadas para imitar la
forma de las bases de ADN naturales. Una imitacion de forma de un enlace no
hidrégeno para la adenina puede replicarse eficientemente y selectivamente
contra una imitacién de forma no polar para timina (ver, por ejemplo, Morales, Nat.
Struct. Biol. 5: 950-954 (1998)). Por ejemplo, dos bases degeneradas pueden ser
la base de pirimidina 6H, 8H-3, 4-dihidropirimido[4,5-c] [1, 2]Joxazin-7-ona o la base
depurina N6-metoxi-2, 6-diaminopurina (ver, por ejemplo, Hill, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 95: 4258-4263 (1998)). Cebadores degenerados ilustrativos de la
invencion incorporan la nucleasa analoga 5-dimetoxitritil-N-benzoil-2’-desoxi-
Citidina, 3’-[(2cianocetil)- (N, N-diisopropil)]fosforamidita (el término “P” en las
secuencias, ver anteriormente). Estos enlaces de hidrogeno analogo de pirimidina

con purinas, incluyen los residuos Ay G.
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Las variantes polimérficas, alelos y homodlogos de interespecies que son
substancialmente idénticas a un receptor del gusto descrito aqui, pueden ser
aisladas usando las probetas de acidos nucleicos descritas aqui. Alternativamente,
las librerias de expresion pueden ser usadas para clonar polipéptidos de T1R y
variantes polimoérficas, alelos y homélogos de interespecie del mismo, por medio
de detectar homélogos expresados inmunolégicamente con antisuero o
anticuerpos purificados hechos contra un polipéptido T1R que también reconoce y

liga selectivamente al homoélogo T1R.

Los acidos nucleicos que codifican regiones ligando, ligado de receptores del
gusto pueden ser generados por amplificacion (por ejemplo, PCR) de la secuencia
de acido nucleico apropiadas usando pares de cebadores degenerados. El acido
nucleico amplificado puede ser ADN genémico de cualquier célula o tejido o
mARN o cADN derivado de las células que expresan el receptor del gusto. En una
modalidad, las secuencias de codificacion de proteina hibridas que comprenden
acidos nucleicos que codifican T1R fusionados para translocar secuencias pueden
ser construidas. También se han suministrado T1R hibridos que comprenden
motivos de translocaciéon y dominios de ligado gustativos y otras familias de
receptores quimiosensoriales, particularmente receptores del gusto. Estas
secuencias de acido nucleico pueden ser ligadas operativamente a elementos de
control transcripcional o de traduccién, por ejemplo, secuencias de iniciaciéon de
transcripcion y traduccién, promotores y mejoradores determinadores de
transcripcion y traduccion, secuencias de poliadenilacion y otrés secuencias Utiles
para transcribir ADN en ARN. En la constitucion de casetes de expresion
recombinante, vectores y transgénicos, un fragmento promotor puede ser
empleado para dirigir la expresion del acido nucleico deseado en todas las células

o tejidos.
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En otra modalidad, las proteinas de fusion pueden incluir secuencias de
translocacion de terminal C o terminal N. Adicionalmente, las proteinas de funcién
pueden comprender elementos adicionales, por ejemplo, para deteccion de
proteina, purificacion u otras aplicaciones. La deteccion y purificacién que facilita
los dominios incluye, por ejemplo, péptidos quelantes de metal tales como
extractos de polistidina, médulos de histidina-triptofano, y otros dominios que
permiten purificacion sobre metales inmovilizados; proteina que liga la maltosa;
dominios de proteina A .que permiten la purificacién sobre inmunoglobulina
inmovilizada;. o el dominio utilizado en la extensién de FLAGS/sistema de

purificaciéon de afinidad (Inmunex Corp., Seattle, WA).

La inclusion de unas secuencias ligadoras de division tales como el factor XA (ver,
ejemplo, Ottavi, Biochimie 80: 289-293 (1998)), el motivo de reconocimiento de
proteasa de subtilisina (ver, ejemplo, Polyak, Protein Eng. 10: 615-619 (1997));
enterocinasa (Invitrogen, San Diego, CA), y similares, entre el dominio de
translocacion (para una expresién de membrana de plasma eficiente) y el resto del
polipéptido traducido recientemente pueden ser Utiles para facilitar la purificacion.
Por ejemplo, una construccioén puede incILlir una secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido ligado a seis residuos del histidina seguido por una
tioredoxina, un sitio de divisibn de enterocinasa (ver, por ejemplo, Williams,
Biochemistry 34: 1787-1797 (1995)), y un dominio de translocacién de terminal C.
Los residuos de histidina facilitan la deteccién y la purificacién mientras que el sitio
de division de enterocinasa suministra un medio para purificar las proteinas
deseadas del resto de la proteina de fusion. La teénologia perteneciente a las

proteinas de fusion que codifican vectores y aplicacion de proteinas de fusién son
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bien descritas en la literatura cientifica y de patentes, ver, por ejemplo, Kroll, DNA

Cell. Biol. 12: 441-53 (1993).

Los vectores de expresidn, sea como vectores de expresion individuales o como
librerias de vectores de expresion, comprenden las secuencias que codifican los
dominios union de ligando que pueden ser introducidos en un genoma o dentro de
un citoplasma o un nucleo de una célula y expresadas por una variedad de
técnicas convencionales, bien descritas en la literatura cientifica y de patentes.
Ver, por ejemplo, Roberts, Nature 328: 731 (1987); Berger supra; Schneider,
Protein Expr. Purif. 6435: 10 (1995); Sambrook; Tijssen; Ausubel. La informacién
del producto de los fabricantes de reactivos bioldgicos y de equipo experimental
también suministran informacién con respecto a. metodos bioldgicos conocidos.
Los vectores pueden ser aislados a partir de fuentes naturales, obtenidos de
dichas fuentes como librerias ATCC o de GenBank, o preparadas por métodos

sintéticos o recombinantes.

Los acidos nucleicos pueden ser expresados usando casetes de expresion,
vectores o virus que son expresados gstablemente' o transitoriamente en células
(por ejemplo, sistemas expresion episomal). La seleccion de marcadores puede
ser incorporada en casetes de expresion y vectores para conferir un fenotipo
seleccionable sobre células y secuencias transformadas. Por ejemplo, los
marcadores de seleccién pueden codificar en el mantenimiento episomal y la
replicacion tal que la integracion en el genoma del anfitrion no sea requerida. Por
ejemplo, el marcador puede codificar la resistencia antibiética (por ejemplo,
cloranfenicol, canamicina, G418, blasticidina, higromicina) o resistencia a herbicida
(por ejemplo, clorosulfuron o Basta) para permitir la seleccion de aquellas células

transformadas con las secuencias de ADN deseadas (ver, ejempio Blondelet-
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Rouault, Gene 190: 315-317. 1997); Aubrecht, J. Pharmacol. Exp. Ther. 281: 992-
997 (1997)).

Debido a que los genes marcadores seleccionables que contiene resistencia a
sustratos tales como neomicina o higromicina puede ser solamente utilizado en
cultivos de tejido, genes de quimioresistencia y también usados como marcadores

seleccionable in vitro e in vivo.

Una secuencia de acido nucleico quimérica puede codificar un dominio de union
de ligando de T1R dentro de cualquier polipéptido de transmembrana 7. Debido a
que los polipéptidos del receptor 7-transmembrana tienen secuencias principales
similares y estructuras secundarias y terciarias, dominios estructurales (por
ejemplo, dominio extracelular, dominios TM, dominio citoplasmico, etc.) pueden
ser identificadas facilmente por andlisis de secuencia. Por ejemplo, el modelado
de homologia, el analisis de Fourier y la deteccion de periodicidad helicoidal
pueden identificar y caracterizar los siete dominios con una secuencia de receptor
/-transmembrana. Los algoritmos de la transformacién de Fourier rapida (FFT)
pueden ser usados para obtener los periodos dominantes que caracterizan los
perfiles de la hidrofobicidad y de la variabilidad de Ias‘ secuencias analizadas. La
deteccion de periodicidad y el mejoramiento y el indice de periodicidad alfa
helicoidal pueden ser hechos como por ejemplo, Donnelly, Protein Sci. 2: 55-70
(1993). Otros algoritmos de alineaciéon y modelado son bien cbnocidos en la
técnica, ver por ejemplo, Peitsch, Receptors Channels 4: 161-164 (1996); Kyte &

Doolittle, J. Med. Bio., 157: 105-132 (1982); Cronet, Protein Eng. 6: 59-64 (1993).

La presente invencion también incluye no solamente el ADN vy las proteinas que

tienen las secuencias de aminoacidos y nucleicas especificadas, sino también
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fragmentos dé ADN partiéularmente, fragmentos de, por ejemplo, 40, 60, 80, 100,
150, 200, 0 250 nucledtidos o mas, lo mismo que fragmentos de proteinas de, por
ejemplo, 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 ligarse a un anticuerpo surgido contra un miembro de la familia T1R.
Adicionalmente, un fragmento de proteina de la invencién puede ser
opcionalmente un fragmento antigénico, que es capaz de ligarse a un anticuerpo

surgido contra un miembro de la familia T1R.

También se contemplan proteinas quiméricas, que comprenden por lo menos 10,
20, 30, 50, 70, 100, o 150 aminoacidos, 0 mas, o uno de por lo menos uno de los

polipeptidos de T1R descritos aqui, acoplados a aminoacidos adicionales que

representan todo o parte de otro GPCR, preferiblemente un miembro de la

superfamilia de 7 fransmembranas. Estas quimeras pueden ser hechas a partir de
receptores instantaneos y otros GPCR, o ellas pueden ser hechas combinando
dos o0 mas de los receptores T1R presentes. En una modalidad, una porcién de la
quimera corresponde a, o se deriva del dominio extracelular de un polipéptido T1R
de la invencién. En otra modalidad, una porcion de la quimera cofresponde a,ose
deriva del dominio extracelular y uno o mas de los dominios de transmembrana de
un polipéptido de T1R descrito aqui, y el resto de la porcién o porciones puede
venir de otro GPCR. Los receptores quiméricos son bien conocidos en la técnica, y
las técnicas para crearlos y la seleccion y limites de dominios o fragmentos de
receptores acoplados a.proteina G para la incorporacién alli también son bien
conocidos. Por lo tanto, este conocimiento de aquellos versados en la técnica
puede ser facilmente usado para crear tales receptores quiméricos. El uso de tales
receptbres quiméricos puede suministrar, por ejemplo, una caracteristica de

selectividad de gusto de uno de los receptores especificamente descritos aquii,
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acoplado con las caracteristicas de la sefial de traducciéon de otro receptor, tal
como el receptor bien conocido usado en sistemas de ensayo del estado de la

técnica.

Como se anotd anteriormente, tales quimeras, analogos al receptor T1R nativo, o
la combinacion o asociacién del receptor T1R nativo ligara a y/o sera activado por
moleculas que afectan normaimente el gusto al dulce o gusto al umami. Los
receptores funcionales T1R quiméricos o las combinaciones de receptores son
moléculas que cuando se expresan solas o en combinacion con otros T1R u otros
GPCR (que pueden ellos mismos ser quiméricos) se ligan a, o son activados por el
estimulo del gusto, particularmente el dulce (T1R2/3) o el estimulo al gusto umami
(T1R1/3). Las moléculas que dividen el gusto del dulce incluyen endulzantes
naturales y artificiales tales como sucrosa, aspartamo, xilitol, ciclamato, etc.
Moléculas que dividen el gusto umami incluyen el glutamatd y analogos de
glutamato y otros componentes que ligan al T1R1 nativo y/o al T1R3, tales como

5’-nucleodtidos

Por ejemplo, un dominio tal como un dominio de unién de ligando, un dominio
extracelular, un dominio de transmembrana, un dominio de transmemebrana, un
dominio citoplasmico, un dominio N-terminal, un dominio C-terminal, o cualquier
combinacion de eilos, puede ser ligado covalentemente a una proteina heteréloga,
por ejemplo, un dominio extracelular de T1R puede ser ligado a un dominio de
transmembrana GPCR heterélogo, o un dominio extracelular GPCR puede ser
ligado a un dominio de transmembrana T1R. Otras proteinas heterdlogas de

escogencia pueden ser usadas, por ejemplo, proteina fluorescente verde.
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También dentro del alcance de la invencién estan las células anfitrionas para la

expresién de los fragmentos T1R, las quimeras y variantes de la invencién. Para
obtener altos niveles de expresiéon de un gen clonado o un acido nucleico, tales
como los cADN que codifican el T1R, fragmentos, o variantes de la invencién, una
persona versada en la técnica tipicamente subclona la secuencia de acido
nucleico de interés en un vector de expresion que contiene un promotor fuerte
para dirigir la transcripcién, un terminador de transcripcion/traduccién, y para el
acido nucleico que codifica una proteina, un sitio de ligado de ribosoma para la
iniciacion translacional. Los promotores bacteriales adecuados son bien conocidos
en la téc;nica y descritos, por ejemplo, en Sambrook et al. Sin embargo, sistemas

de expresion bacteriana o eucariética pueden ser usados.

Cualquiera de los procedimientos bien conocidos para introducir secuencias de
nucledtidos extrafas en células anfitrionas pueden ser usadas. Estos incluyen el
uso de transfecciéon calcio fosfato, molibdeno, fusiébn de protoplasto,
electroporacion, liposomas, microinyeccion, vectores de plasma, vectores virales y
cualesquier otros métodos bien conocidos para introducir ADN gendmico clonado,
cADN, ADN sintético u otro material genético extrafio dentro de la célula anfitriona
(ver por ejemplo, Sambrook et al.). Solamente es necesario que el procedimiento
de ingenieria genética particular usado sea capaz de introducir exitosamente por
lo menos una molécula de acido nucleico dentro de una célula anfitriona capaz de

expresar el T1R, fragmento o variante de interés.

Después de que el vector de expresion es introducido dentro de las células, las
células transfectadas son cultivadas bajo condiciones que favorezcan la expresion
del receptor, o fragmento o variante de interés, el cual es entonces recuperado del

cultivo usando técnicas estandar. Ejemplos de tales técnicas son bien conocidas
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en la técnica. Ver por ejemplo, WO 00/06593, que es incorporada como referencia

en una manera consistente con esta descripcion.
Deteccion de polipéptidos T1R

En adicién a la deteccién de genes de expresion T1R de gen usando tecnologia
de hibridacion de acido nucleico, uno puede también usar inmunoensayos para
detectar los T1R, por ejemplo, para identificar las células receptoras del gusto, y
variantes de los miembros de la familia T1R. Los inmunoensayos pueden ser
usados para analizar cualitativa o cuantitativamente los TIR. Una vista general de
la tecnologia aplicable se puede encontrar en Harlow&Lane, Antibodies A

Laboratoy Manual (1988).

1. Anticuerpos para los miembros de la familia T1IR

Los métodos para producir anticuerpos policlonales y monoclonales que
reaccionen especificamente con un miembro de la familia T1R son conocidos por
aquellos versados en la técnica (ver, por ejemplo, Coligan, Current Protocols in
Imsnunology (1991); Harlow & Lane, supra; Goding, Monoclonal Ayztibodies:
Priinciples and Practice (2d ed. 1986); y Kohler & Milstein, Nature, 256: 495-497
(1975)). Tales técnicas incluyen la preparacién de anticuerpos por medio de
seleccion de los anticuerpos de librerias de anticuerpos recombinantes en fagos o
vectores similares, lo mismo que la preparacién de anticuerpos policlonales y
monoclonales por medio de inmunizar conejos o ratones (ver, por ejemplo, Huse

et al., Science, 246: 1275-1281 (1989); Ward et al., Nature, 341; 544-546 (1989)).
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Un nimero de inmunogenes comprendidos en el TIR- pueden ser usados para
producir anticuerpos especificamente reactivos con un miembro de la familia T1R.
Por ejemplo, un polipéptido de T1R recombinante o un fragmento antigénico del
mismo puede ser aislado como se describe aqui. Las regiones antigénicas
adecuadas incluyen, por ejemplo, las secuencias de consenso que son usadas
para identificar los miembros de la familia de T1R. Las proteinas recombinantes
pueden ser expresadés en ceélulas eucaridticas o procariéticas como se describe
anteriormente, y purificadas como se describe generalmente anteriormente. La
proteina recombinante es el inmunogen preferido para la produccion de
anticuerpos monoclonales o policlonales. Alternativamente, por ejemplo, un
peptido sintetico derivado de las secuencias descritas aqui y conjugadd a una
proteina portadora pueden ser usadas como inmunogen. La proteina de
ocurrencia natural también puede ser usada en forma pura o impura. El producto
entonces se inyecta dentro de un animal capaz de producir anticuerpos.
Cualquiera de los anticuerpos monocionales o policlonales pueden ser generados,

para su uso subsecuente en inmunoensayos para medir la proteina.

Los métodos de produccion de anticuerpos policlonales son conocidos por
aquellos expertos en la técnica. Por ejemplo, una cepa consanguinea de ratén
(por ejemplo, el ratdbn BALB/C) o de conejos se inmuniza con la proteina usando
un ayudante estandar tal como el ayudante de Freund, y un protocolo de
inmunizacion estandar. La respuesta inmune del animal a la preparacion del
inmunogen es monitoreada por medio de ensayos de sangre y se determina el
titulo de reactividad para el T1R. Cuando los titulos apropiadamente altos del
anticuerpo al inmunogen son obtenidos, la sangre es recolectada del animai y se

prepara el antisuero. El fraccionamiento adicional del antisuero para enriquecer la
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reaccion de anticuerpos a la proteina puede ser hecho si se desea (ver Harlow &

Lane, supra).

Los anticuerpos monoclonales pueden ser obtenidos por diversas técnicas
familiares para aquellos versados en la técnica. Brevemente, células de reunién de
un animal inmunizado con un antigeno deseado puede ser inmortalizadas
comunmente por fusién con una célula de mieloma (ver Kohler & Milstein, Eur. J.
Ifndnunol., 6: 511-519 (1976)). Métodos alternativos de inmortalizacion incluyen la
transformacién con el virus de Epstein Barr, oncogenes, o retrovirus u otros
métodos bien conocidos en la técnica. Las colonias que surgen de células Unicas
inmortalizadas son tamizadas o escogidas para la produccién de anticuerpos de la
especificidad y afinidad deseadas para el antigeno, y que llevan y producen los
anticuerpos monoclonales por tales células que pueden ser mejoradas por
diversas técnicas, incluyendo inyeccion de la cévidad peritoneal ‘de un anfitrién
vertebrado. Alternativamente, uno puede aislar las secuencias de ADN que
codifican un anticuerpo monoclonal o un fragmento de ligado del mismo por medio
de tamizar una libreria de ADN de células B humanas de acuerdo con el protocolo

general plasmado por Huse et al., Science, 246: 1275-1281 (1989).

Los anticuerpos y 'monoclonales y el suero policlonal son recolectados vy titulados
contra la proteina de inmunogen en un inmunoensayo, por ejemplo, en un
inmunoensayo de fase sélida con el inmunogen inmovilizado sobre un soporte
solido. Tipicamente, el antisuero policlonal con un titulo de 104 o mayor es
seleccionado y ehsayado en cuanto a su reactividad cruzada contra polipéptidos
no-TIR, o aun otros miembros de la familia del T1R u otras proteinas relacionadas
de otros organismos, usando un inmunoensayo de ligado competitivo. El antisuero

policlonal especifico y los anticuerpos monoclonales se ligaran usualmente con un
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Kd de por lo menos cerca de 0,1 mm, o mas usualmente por lo menos cerca de 1
pM, opcionalmente por lo menos cerca de 0,1 pM o mejor, y opcionalmenfe 0,01
pM o mejor. Una vez los anticuerpos especificos para miembros de la familia de
T1R estan disponibles, las proteinas y fragmentos individuales de T1R pueden ser
detectados bor una variedad de métodos inmunoensayo. Para una revision de los
procedimientos inmunolégicos y de inmunoensayo, ver Basic and Clinical
Immnology (Stites y Terr eds., séptima ed. 1991). Mas adn, los inmunoensayos de
la presente invencion pueden ser llevados a cabo en cualquiera de diversas
configuraciones, que son revisadas extensivamente en inmunoensayo de enzima

(Maggio. Ed., 1980); y Hardlow & Lane supra.

2. Ensayos de ligado inmunolégico

Las proteinas, fragmentos y variantes de T1R pueden ser detectadas y/o
cuantificadas usando cualquiera de un numero de ensayo inmunolégico bien
reconocido ((ver, por ejemplo, las patentes estadounidenses No. 4,366,241;
4,376,110, 4,517,288; y 4,837, 168). Para una revision de los inmunoensayos
generales, ver también Methods in Cell Biology: Antibodies in Cell Biology, volume
37 (Asai, ed. 1993); Basic and Clinical Immunology (Stites & Terr, ediciones
séptima ed. 1991) los ensayos de ligado inmunolégico (o inmunoensayos) usan
tipicamente un anticuerpo que se liga especificamente a una proteina o antigeno
de escogencia (en este caso un miembro de la familia T1IR o una subsecuencia
antigénica del mismo). El anticuerpo (por ejemplo, anti-T1R) puede ser producido
por cualquiera de un nimero de medios bieh conocidos por aquellos versados en

la técnica y como se describe anteriormente.
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Los inmunoensayos usan también frecuentemente un agente de etiquetado para
ligar especificamente a, y etiquetar el complejo formado por el anticuerpo y el
antigeno. El agente de etiquetado puede en si mismo ser una de las partes que
comprenden el complejo anticuerpo/antigeno. Asi, el agente de etiquetado puede
ser un polipéptido de T1R etiquetado o un anticuerpo anti-TIR etiquetado.
Alternativamente, el agente de etiquetado puede ser una tercera parte, tal como
un anticuerpo secundario que se liga especificamente al complejo de
anticuerpo/TIR (un anticuerpo secundario es tipicamente especifico a los
anticuerpos de la especie de la cual el primer anticuerpo se deriva). Otras
proteinas capaces de ligar especificamente regiones constantes de
inmunoglobulina, tales como proteina A o proteina G también pueden ser usados
como agentes de etiquetado. Estas proteinas exhiben una fuerte reactividad no-
inmunogénica con las regiones constantes de inmunoglobulina a partir de una
variedad de especies (ver, por ejemplo, Kronval et al., J. Immunol., 111: 1401-
1406 (1973); Akerstrom et al., J. Immunol., 135: 2589-2542 (1985)). El agente de
etiquetado puede ser modificado con una parte detectable, tal como la biotina, a la
cual otra molécula puede ligarse especificamente, tal como la estreptavidina. Una
variedad de partes detectables son bien conocidas por aquellos versados en la

técnica.

Por medio de los ensayos, incubacion y/o etapas de lavado pueden ser requeridas
después de cada combinacion de reactivos. Las etapas de incubacion pueden
variar entre cercé de 5 segundos a varias horas, opcionalmente entre cerca de 5
minutos a cerca de 24 horas. Sin embargo, el tiempo de incubacién dependera del
formato de ensayo, el antigeno, el volumen de la solucién, las concentraciones, y

similares. Usualmente, los ensayos se llevaran acabo a temperatura ambiente,
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aunque ellos también pueden ser conducidos dentro de un rango de temperatura,

tal como 10°C a 40°C.

A. Formatos de ensayo no competitivo

Los inmunoensayos para detef:tar un polipéptido T1R en una muestra pueden ser
competitivos 0 no competitivos. Los inmunoensayos no competitivos son ensayos
en los cuales la cantidad de antigeno es medida directamente. En un ensayo “de
sandwich” preferido, por ejemplo, los anticuerpos anti-T1R pueden ser ligados
directamente a un sustrato sélido sobre el cual ellos son inmovilizados. Estos
anticuerpos inmovilizados entonces capturan al polipéptido de T1R presente en la
muestra de ensayo. El polipéptido de T1R es entonces inmovilizado y luego ligado
por un agente de etiquetado, tal como un segundo anticuerpo de T1R que lieva
una etiqueta. Alternativamente, el segundo anticuerpo puede carecer de una
~ etiqueta pero puede a su vez, ser ligado por un tercer anticuerpo etiquetado
especifico para anticuerpos de las especies de las cuales el segundo anticuerpo
se ha derivado. El segundo o tercer anticuerpo es modificado tipicamente con una
parte detectable tal como biotina, a la cual otra molécula se liga especificamente,

por ejemplo, estreptavidina, para suministrar una parte detectable.

B. Formato de ensayo competitivo

En los ensayos competitivos, la cantidad de polipéptido de T1R presente en la
muestra es medida indirectamente por medio de medir la cantidad de un
polipéptido de T1R agregado conocido (exégeno), desplazado (por competencia)
de un anticuerpo anti-T1R por el polipéptido de T1R desconocido presente en una

muestra. En un ensayo competitiVo, una cantidad conocida del polipéptido de T1R
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se agrega a una muestra y la muestra es entonces puesta en contacto con un
anticuerpo que se liga especificamente al T1R. La cantidad de polipéptido de T1R
exdgeno ligado al anticuerpo es inversamente proporcional a la concentraciéon del
polipéptido de T1R presente en la muestra. En una modalidad particularmente
preferida, el anticuerpo es inmovilizado sobre un substrato sélido. La cantidad del
polipéptido T1R ligado al anticuerpo puede ser determinado sea por medio de
medir la cantidad de polipéptido de T1R presente en un complejo de
TiIR/anticuerpo, o alternativamente por medio de medir la cantidad de la proteina
no complejada restante. La cantidad de polipéptido de T1R puede ser detectada

por medio de suministrar una molécula de T1R etiquetada.

Un ensayo de inhibicion de hapteno es otro ensayo competitivo preferido. En este
ensayo el polipéptido de T1R conocido es inmovilizado sobre un substrato sélido.
Una cantidad conocida de anticuerpo anti-TIR se agrega a la muestra, y la muestra
es entonces puesta en contacto con el T1R inmovilizado. La cantidad de
anticuerpo anti-TIR ligado al polipéptido T1R inmovilizado conocido es
inversamente proporcional a la cantidad del polipéptido de T1R presente en la
muestra. Nuevamente, la cantidad de anticuerpo inmovilizado puede ser detectada
por medio de detectarse sea la fraccién inmovilizada del anticuerpo o la fraccion
del anticuerpo que queda en la solucién. La deteccién puede ser directa en donde
el anticuerpo es etiquetado, o indirecta por la adicién subsecuente de una parte
etiquetada que se liga especificamente al anticuerpo como se describe

anteriormente.

C. Determinaciones de actividad cruzada
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Los inmunoensayos en el formato de ligado competitivo pueden también ser
usados para las determinaciones de reactividad cruzada. Por ejemplo, una
proteina es por lo menos parcialmente codificada por las secuencias de acido
nucleico descritas aqui, puede ser inmovilizada en un soporte soélido. Las
proteinas (por ejemplo, polipéptidos y homoélogos de T1R) son agregadas al
ensayo que compite en cuanto al ligado del antisuero al antigeno inmovilizado, la
habilidad de las proteinas agregadas para competir en cuanto al ligado del
antisuero con respecto a las proteinas inmovilizadas es comparado a la habilidad
del polipéptido de T1R codificado por las secuencias de acido nucleico descritas
aqui para competir con el mismo. El porcentaje de reactividad cruzada para las
proteinas anteriores es calculado, usando calculos estandar. Aquellos antisueros

con menos de 10% de reactividad cruzada con cada una de las proteinas

agregadas listadas anteriormente son seleccionados y agrupados. Los anticuerpos

de reaccion cruzada son removidos opcionalmente del antisuero agrupado por
inmunoabsorcién con las proteinas agregadas consideradas, por ejemplo,
homologos relacionados distantemente. En adicion, los péptidos que comprenden
secuencias de aminodacidos que representan motivos conservados que son
usados para identificar miembros de la familia de T1R pueden ser usados en

determinaciones de reactividad cruzada.

El antisuero inmunoabsorbido y agrupado es entonces usado en un inmunoensayo
de ligado competitivo como se describe anteriormente para comparar una segunda
proteina, pensando que sea quizds un alelo o una variante polimorfica de un
miembro de la familia T1R, a un con respecto a una proteina de inmunogen (es
decir el polipéptido T1R codificado por las secuencias de acido nucleico descritas
aqui). Para poder hacer estd comparacion las dos proteinas son cada una

ensayadas en un rango amplio de concentraciones y la cantidad de cada proteina
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para inhibir 50% del ligado del antisuero a la proteina inmovilizada se determina.
Si la cantidad de la segunda proteina requerida para inhibir el 50% del ligado es
menos de 10 veces la cantidad de la proteina codificada por las secuéncias de
acido nucleico descritas aqui, requeridas para inhibir el 50% del ligado, entonces
la segunda proteina se dice que liga especificamente a los anticuerpos

policlonales generados para un inmunogen de T1R;

Los anticuerpos surgidos contra el T1R conservaron motivos que también pueden
ser usados para preparar anticuerpos que se ligan especificamente solo al GPCR

de la familia de T1R, pero no al GPCR de otras familias.

Los anticuerpos policlonales que se ligan especificamente a un miembro particular
de la familia de T1R pu'eden ser hechos por medio de sustraer fuera los
anticuerpos de reaccion cruzada usando otros miembros de la familia T1R. Los
anticuerpos policlonales especificos a especies que pueden ser hechos de una
manera similar. Por ejemplo, los anticuerpos especificos al T1IR humano pueden
ser hechos por medio de sustraer o retirar los anticuerpos que son de reaccion

cruzada con secuencias ortélogas, por ejemplo, el T1R de rata o el T1R de ratén.

D. Otros formatos de ensayo

El andlisis Western blot (inmunoblot) es usado para detectar y cuantificar la
presencia de polipéptidos de T1R en la muestra. La técnica generalmente
comprende separér proteinas de la muestra por electroforesis de gel sobre la base
de peso molecular transfiriendo las proteinas separadas a un soporte sélido
adecuado (tal como un filtro de microcelulosa, un filtro de nylon, o un filtro de nylon

derivado), e incubar la muestra con los anticuerpos que se ligan especificamente
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al polipéptido T1R. Los anticuerpos anti-T1R del polipépfido se ligan
especificamente al polipéptido de T1R sobre un soporte sélido. Estos anticuerpos
pueden ser etiguetados o marcados directamente o alternativamente pueden ser
detectados subsecuentemente usando anticuerpos marcados o etiquetados (por
ejemplo, anticuerpos marcados anti-ratén de oveja) que se ligan especificamente

a los anticuerpos anti-T1R.

Otros, formatos de ensayo incluyen los inmunoensayos de liposoma (LIA), que
usan liposomas disefiados para ligarse especificamente a moléculas (por ejemplo,
anticuerpos) y liberan reactivos o marcadores encapsulados. Los quimicos
liberados son entonces detectados de acuerdo a técnicas estandar (ver Monroe et

al., Amer. Clin. Prod. Rev., 5: 34-41 (1986)).

E. Reduccién de ligado no especifico

Una persona versada en la técnica podra apreciar que es frecuentemente
deseable minimizar el ligado no especifico en inmunoensayos. Particularmente, en
donde el ensayo involucra un antigeho o un anticuerpo inmovilizado sobre un
sustrato sélido es deseable minimizar la cantidad de ligado no especifico al
sustrato. Medios para reducir tal ligado no especifico son bien conocidos por
aquellos versados en la técnica. Tipicamente, esta técnica involucra el
recubrimiento del sustrato con una composicion proteinasea'. En particular, las
composiciones de proteina tales como albumina de suero bovino (BSA), leche en
pdlvo descremada, y gelatina son ampliamente usadas con leche, siendo la leche

en polvo la mas preferida.

F. Etiquetas
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La etiqueta particular o grupo»detectable usado en el ensayo no es un aspecto
critico de la invencién, siempre que este no interfiera significativamente con el
ligado especifico del anticuerpo usado en el ensayo. El grupo detectable puede
ser cualquier material que tenga una propiedad fisica o quimica detectable. Tales
etiguetas detectables han sido bien desarrolladas en el campo de los
inmunoensayos‘y, en general, la mayoria de cualquier etiqueta atil en tales
métodos puede ser aplicada en la presente invencion. Asi, una etiqueta es una
composicion detectable por medios espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos,
de inmunoquimica, eléctrica, ptica, o quimico. Las etiquetas Utiles en la presente
invencion - incluyen granos magnéticos (por ejemplo, DYNABEADSTM), tintes
fluorescentes (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina, rojo Texas, rodamina, y
similares), radioetiquetas (por ejemplo, *H, ', "C, %S), enzimas (por ejemplo,
peroxidasa de rabano picante, fosfatos alcalinos y otros cominmente usados en
un ELISA), y etiquetas colorimétricas tales como oro coloidal o vidrio coloreado

bolitas plasticas (por ejemplo, poliestireno, polipropileno, latex, etc.).

La etiqueta puede ser acoplada directa o indirectamente al componente deseado
del ensayo de acuerdo con los métodos bien conocidos en la técnica. Como se
indicd anteriormente, una amplia variedad de etiquetas puede ser usada, con la
escogencia de la etiqueta dependiendo de la sensibilidad requerida, la facilidad de
conjugacion con el compuesto, los requerimientos de estabilidad, la

instrumentacién disponible, y las provisiones de disposicion.

Etiquetas no radiactivas son fijadas frecuentemente por medios indirectos.
Generalmente, una molécula de ligando (por ejemplo, biotina) es ligada

covalentemente a la molécula. El ligando entonces se liga a otras moléculas (por
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ejemplo, estreptavidina) la cual es detectable sea inherentemente o ligada
covalentemente a un sistema de sefal, tal como una enzima detectable, un
compuesto fluorescente o un compuesto quimioluminiscente. Los ligandos y sus
objetivos pueden ser usados en cualq'uier combinacién adecuada con anticuerpos
que reconocen un polipéptido de T1R o anticuerpos secundarios que reconocen el

anti-T1R. |

Las moléculas también pueden ser conjugadas directamente a compuestos que
generan sefial, por ejemplo, por conjugacién con una enzima o fluorofora. Las
enzimas de interés como etiquetas son principalmente hidrolasas, particularmente
fosfatasas, esterasas y glucosilasas, u oxidotasas particularmente peroxidasas.
Los compuestos fluorescentes incluyen la fluoresceina y sus derivados, rodamina
y sus derivados, dansila, umbeliferola, etc. Los compuestos quimioluminiscentes
incluyen la luciferina, y 2,3-dihidroftalazinedinonas, por ejemplo, luminol. Para una
revision de diversos sistemas de etiquetado o productores de sefial que pueden

ser usados, ver la patente estadounidense No. 4,391,904.

Los medios para detectar etiquetas son bien conocidos por aquellos versados en
la técnica. Asi, por ejemplo, en donde la etiqueta es una etiqueta radioactiva, los
medios para la deteccion incluyen un contador de cintilacién o pelicula fotografica
como una autoradiografia. En donde la etiqueta es una etiqueta fluorescente, esta
puede ser detectada por medio de excitar el fluorocromo con la longitud de onda
de luz apropiada y detectar la fluorescencia resultante. La fluorescencia puede ser
detectada visualmente, por medios de pelicula fotografica, por el uso de
detectores electrnicos tales como dispositivos acoplados en carga (CCD) o
fotomultiplicadores y similares. Similarmente, las etiquetas enzimaticas pueden ser

detectadas por medio de suministrar los sustratos apropiados para la enzima y
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detectar el producto de reaccién resultante. Finalmente las etiquetas colorimétricas
pueden ser detectadas simplemente observando el color asociado con la etiqueta.
Asi, en diversos ensayos de varilla aforadora, el oro conjugado frecuentemente
aparece rosado, mientras que diversas bolitas conjugadas aparecen igual al color

de la bolita.

Algunos formatos de ensayo no requieren el uso de componentes etiquetados. Por

ejlemplo, los ensayos de aglutinacion pueden ser usados para detectar la

presencia de anticuerpos objetivo. En este caso, las particulas recubiertas de:

antigeno son aglutinadas por muestras que comprenden el anticuerpo objetivo. En
este formato, ninguno de los componentes requiere ser etiquetado o marcado y la

presencia del anticuerpo objetivo es detectada por simple inspeccién visual.

Deteccion de moduladores

Las composiciones y métodos para determinar si un compuesto de ensayo se liga
especificamente a un receptor de T1R de la invencién, tanto in vitro como in vivo,
son descritos enseguida. Muchos aspectos de la fisiologia de la célula pueden ser
monitoreados para lograr u obtener el efecto de union de ligando a un polipéptido
de T1R de la invencién. Estos ensayos pueden ser llevados a cabo sobre células
intactas que expresan un receptor quimiosensorial, sobre células permeabilizadas,
sobre fracciones de membrana producidas por métodos estandar o in vitro de

nuevas proteinas sintetizadas.

In vivo, los receptores del gusto ligan los gustantes e inician la traduccion de los
estimulos quimicos en sefiales eléctricas. Una proteina G activada o inhibida a su

vez alterara las propiedades de las enzimas, canales y otras proteinas efectoras
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objetivo. Algunos ejemplos son la activacion de la fosfodiesterasa ¢cGMP por
traduccion en el sistema visual, la ciclasa de adenilato por la estimulacién de la
proteina G, la fosfolipasa C por Gq y otro contacto de proteinas G, y la modulacién
por diversos canales de proteinas G y otras proteinas G. las consecuencias mas
adelante también pueden ser examinadas tales como la generaciéon de diacil

glicerol e IP3 por la fosfolipasa C, y a su vez, por la movilizacién del calcio IP3.

Las proteinas de T1R o polipéptidos del ensayo preferiblemente seran
seleccionados a partir del polipéptido que tiene la secuencia del polipéptido T1R
seleccionada de aquellas en el ejemplo 1, o fragmentos o variantes modificadas
conservadoramente del mismo. Opcionaimente, los fragmentos y variantes pueden
ser fragmentos antigénicos, y variantes antigénicas que ligan a un anticuerpo anti-
T1R. Opcionalmente, los fragmentos y variantes pueden ligarse o estar activados

por endulzantes o gustantes umami.

Alternativamente, las proteinas o polipéptidos de T1R del ensayo pueden ser
derivados de una célula anfitriona eucariética y pueden incluir una subsecuencia
de aminoécido que tengan la idehtidad de secuencia aminoacido a los polipéptidos
T1R descritos en el ejemplo 1, o fragmentos o variantes conservadoramente
modificadas del mismo. Generalmente, la identidad de la secuencia de aminoacido
sera de por lo menos 35 a 50% u opcionalmente 75%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, o 99%. Opcionalmente las proteinas o polipéptidos del T1R de los
ensayos pueden comprender un dominio de una proteina T1R, tal como un
dominio extracelular, una region de transmembrana, un dominio de
transmembrana, dominios citoplasmico, dominio de unién de ligando y similares.

Adicionalmente, como se describe anteriormente, la proteina de T1R o el dominio
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de la misma puede ser ligado covalentemente a una proteina heteréloga para

crear una proteina quimérica usada en los ensayos descritos aqui.

Los moduladores de la actividad del receptor de T1R son ensayados usando
proteinas T1R o polipéptidos de T1RT como se describe anteriormente, sea
recombinantes o de ocurrencia natural. Las proteinas o polipéptidos del T1R
pueden ser aisladas, coexpresadas en una célula, coexpresadas en una
membrana derivada de una célula, coexpresadas en un tejido o en un animal, sea
recombinantemente o por ocurrencia natural. Por ejemplo, tajada de lengua,
células disociadas de una lengua, células transformadas, o0 membranas pueden
ser usadas. La modulaciéon puede ser ensayada usando uno de los ensayos in

vitro o in vivo descritos aqui.

Por ejemplo, como se describe en los ejemplos del experimento infra, se ha
descubierto que ciertos nucleétidos 5’, por ejemplo, 5"IMP o 5 GMP, promueven
la actividad del L-glutamato para activar el receptor del gusto del umami, o
bloquea la activacion del receptor del gusto umami por el estimulo del gusto

umami tal como L-glutamato y L-aspartato.
1. Ensayos de ligado in vitro

La transduccion del gusto también puede ser examinada in vitro con reacciones
solubles o de estado sélido, usando los polipéptidos T1R de la invencién. En una
modalidad particular, los dominios unién de ligando del T1R pueden ser usados in
vitro en reacciones solubles o de estado sélido para ensayar en cuanto a ligar
ligandos. Por ejemplo, el dominio del terminal N del T1R esta predicho que se

involucra en unir ligandos. Mas particularmente, los TIR pertenecen a una
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subfamilia GPCR que esta caracterizada por segmentos de N-terminal
extracelulares grandes, de aproximadamente 600 aminoacidos. Estos segmentos
de N-terminal se piensa que forman los dominios ligando, ligado, y por lo tanto son
utiles en ensayo de bioquimica para identificar agonistas y antagonistas del T1R.
Es posible que el dominio unién de ligando pueda ser formado por porciones
adicionales del dominio extracelular, tales como los lazos extracelulares del
dominio transmembrana. Los ensayos de ligado in vitro han sido usados con otros
GPCR que estan relacionan a los T1R, tales como los receptores metabotropicos
del glutamato (ver, ejemplo Han y Hampson,} J. Biol. Chem. 274: 10008-10013
(1999)). Estos ensayos pueden involucrar el desplazar un ligando etiquetado
radioactiva o fluorescentemente, medir cambios en fluorescencia intrinseca o

cambios en susceptibilidad proteolitica etc.

Unir el ligando a un complejo heteromultimérico de polipéptido T1R de la invencién
puede ser ensayado en solucién, en una membrana bicapa, opcionalmente sujeta
a una fase soélida, en una monocapa de lipido, o en ampollas. El Iigado de un
modulador puede ser ensayado usando por ejemplo, cambios en caracteristicas
espectroscopicas (por ejemplo, fluorescencia, absorbancia, indice refractivo)

hidrodinamica (por ejemplo, forma), cromatografica, o propiedades de solubilidad.

[0207] En otra modalidad de la invencion, un ensayo GTPy*S puede ser usado.
Como se describe anteriormente, luego de la activacion de un GPCR, la
subunidad de Go del complejo de proteina G es estimulada para intercambiar el
enlace GDP por GTP. La estimulacion mediada por el ligando de la actividad
intercambio de proteina G puede ser medida en un ensayo bioquimico midiendo el
ligado de GTPy**S radiactivamente etiquetado ligado a fa proteina G en la

presencia de un ligando putativo. Tipicamente, las membranas que contienen el
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receptor quimiosensorial de interés se mezclan con un compiejo de proteinas G
Los inhibidores potenciales y/o activadores potenciales de GTPy*®S son
agregados al ensayo, y el ligado del GTPy*S a la proteina G es medido. El ligado
puede ser medido por la cuenta de cintilacion liquida o por cualquier otro medio
conocido en la técnica, incluyendo ensayos de proximidad de cintilaciéon (SPA). En
otros formatos de ensayos, el GTPy**S marcado fluorescentemente puede ser

utilizado.
2. Ensayo de fluorescencia por polarizacion

En otra modalidad, los ensayos basados en fluorescencia por polarizacibn (“FP")
puede ser usado para detectar y monitorear el ligado del ligando. La fluorescencia
por polarizacion es una técnica de laboratorio versatil para medir el equilibrio del
ligado, la hibridizacién de acido nucleico, y la actividad enzimatica. El ensayo de
polarizacion de la fluorescencia es homogéneo en que ellos no requieren una
etapa de separacion tal como centrifugacion, filtraciéon, cromatografia, precipitacion
o electroforesis. Estos ensayos se hacen en tiempo real, directamente en solucién
y no requieren una fase de inmovilizacion. Los valores de polarizacion pueden ser
medidos repetidamente y después de la adicion de reactivos ya que medir la
polarizacion es rapido y no destruye la muestra. Generalmente, esta técnica puede
ser usada para medir los valores de polarizacién de los fluoroforos de niveles
bajos picomolar a micromolar. Esta seccidén describe como la polarizacién de la
fluorescencia puede ser usada de una manera simple y cuantitativa para medir la

union de ligandos a los polipéptidos T1R de la invencion.

Cuando una molécula etiquetada fluorescentemente es excitada con luz

polarizada en un plano, este emite luz que tiene un grado de polarizacion que es
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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 polarizacién
de la luz permanece relativamente constante entre la excitaciéon y la emision.
Moléculas pequefias etiquetadas fluorescentemente giran rapidamente durante el
estado excitado y la polarizacion cambia significativamente entre excitacion y
emision. Por lo tanto, las moléculas pequefas tienen valores de polarizacion bajos
y las moléculas grandes tienen valores de polarizaciéon altos. Por ejemplo, un
oligonucleétido marcado con fluoresceina de cadena Unica tiene un valor de
polarizacién pero cuando es hibridizado a una cadena complementaria, este tiene
un valor de polarizacién mas alto. Cuando se usa FP para detectar y monitorear el
ligado del gustador que puede activar o inhibir los receptores quimiosensoriales de
la invencién, los gustadores marcados con fluorescencia o gustadores

autofluorescentes pueden ser usados.

La polarizacién de fluorescencia (P) se define como:

P = Intg -Int,
Intg +int,

En donde II es la intensidad de la emision paralela de luz al plano de luz de
excitacion e Int, es la intensidad de la emision perpendicular de luz al plano de uz
de excitacion. P, es una proporcion de intensidades de luz, y por lo tanto es un

nimero sin dimension. Por ejemplo, el sistema Beacon® y Beacon 2000™

pueden
ser usados en conexién con estos ensayos. Tales sistemas tipicamente expresan
la polarizacién en unidades de milipolarizacién (1 unidad de polarizacion = a 1,000

mil mP unidades).
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La relacién entre la rotacién molecular y el tamafio se describe por la ecuacion de
Perrin y el lector se le hace referencia a Jolley, M.E. 1991) en Journal of Analytical
Toxicology, pp. 236-240, que da una explicacion general de esta ecuacion. En
resumen, la ecuaciéon de Perrin establece que la polarizacion es directamente
proporcional al tiempo de relajacién rotacional, el tiempo que le toma a una
molécula 'rotar en un angulo de aproximadamente 68,5° tiempo de relajacion
Rotacional esta relacionado con la viscosidad (n), temperatura absoluta (T),
volumen molecular (Dispensadora), y la constante de gas (R) por la siguiente

ecuacion:

Tiempo de relajacién rotacional = 3nV
RT
El tiempo de relajacién rotacional es pequefio (1 nanosegundo) para moléculas
pequefias (por ejemplo, fluoresceina) y grandes (=100 nanosegundos) para
moléculas grandes (por ejemplo, inmunoglobulina). Si la viscosidad y la
temperatura se mantienen constantes, el tiempo de relajacion rotacional, y por lo
tanto la polarizacién esta directamente relacionado con el volumen molecular. Los
cambios en volumen molecular pueden ser debidos a interacciones con otras
moléculas, disociacién, polimerizaciéon, degradacion, hibridizacion, o cambios
conformacionales de la molécula marcada fluorescentemente. Por ejemplo, la
polarizacién de florescencia ha sido usada para medir la division enzimatica de
grandes polimeros marcados con fluoresceina por proteasas, DNasas, y RNasas.
También se han usado para medir el equilibrio.de ligado para interacciones

proteinal/proteina, anticuerpo/ligado de antigeno y ligado de proteina/ADN.

A. Ensayos de alto rendimiento de estado sélido v soluble
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Todavia en otra rﬁodalidad la invenciéon suministra ensayos solubles usando un
complejo de polipéptido de T1R hetero-oligomérico; o una célula o tejido que co-
expresa a los polipéptidos T1R. Preferiblemente, la célula comprendera una linea
celular que co-expresa de manera estable un receptor del gusto (umami)
T1R/T1R3 funcional o un receptor de gusto (dulce) T1IR/T1R3. En otra modalidad
la invencién suministra los ensayos in vitro con base en fase sélida en un formato
-de alto rendimiento, en donde los polipéptidos T1R, o las células o el tejido que
expresa los polipéptidos T1R se sujetan a un sustrato de fase sélida o aun
compuesto estimulante del gusto y se ponen en contacto con un receptor de T1R,
y el ligado es detectado usando una etiqueta apropiada o anticuerpo surgido

contra el receptor T1R.

En los ensayos de alto rendimiento de la invencion, es posible visualizar hasta
varios miles de moduladores o ligandos diferentes en un solo dia. En particular,
cada pozo de una placa microtitulo puede ser usado para correr un ensayo
separado contra un modulador potencial seleccionado o, si los efectos del tiempo
de concentracién o incubacién son observados, cada 5 a 10 pozos pueden ser
ensayados para un unico modulador. Asi, una placa microtitulo estandar Gnica
puede ensayar cerca de 100 moduladdres, (por ejemplo, 96). Si se usan 1,536
placas de pozo, entonces una placa Unica puede facilmente ensayar entre 1,000 a
cerca 1,500 diferentes compuestos. También es posible ensayar multiples
compuestos en cada pozo de placa. Es posible ensayar varias diferentes placas
por dia; los ensayos hacen visualizar hasta cerca de 6,000 a 20,000 compuestos
diferentes es posible usando los sistemas integrados de la invencion. Mas
recientemente, las ensefianzas microfluidicas para la manipulacion de reactivos
han sido desarrolladas. La molécula de interés puede ser ligada al componente de

estado sélido, directa o indirectamente, via enlaces covalentes o no covalentes,
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por ejemplo, via una etiqueta. La etiqueta puede ser cualquiera de una variedad
de componentes. En general, una molécula que se liga a la etiqueta (un ligador de
etiqueta) se fija aun soporte sélido, y la molécula etiquetada de interés (por
ejemplo, la molécula de transduccidén del gusto de interés) se sujeta al soporte

solido por interaccién de la etiqueta y del ligador de etiqueta.

Un numero de etiquetas y ligadores de etiquetas pueden ser usados con base en
interacciones moleculares conocidas bien descritas en la literatura, por ejemplo,
en donde una etiqueta tiene un ligador natural, por ejemplo, biotina, proteina A, o
proteina G, esta puede ser usada en conjunto con ligadores de etiqueta
apropiados (avidina, estreptavidina, neutravidina, la regién Fc de una
inmunoglobulina, etc.). Los anticuerpos para las moléculas con ligadores naturales
tales como biotina estan ampliamente disponibles y los ligadores de etiqueta

apropiados (ver, SIGMA Immunochemicals 1998 catalogue SIGMA, St Louis MO).

Similarmente, cualquier compuesto hapténico o antigénico puede ser usado en
combinacién con un anticuerpo apropiado para formar un par de etiqueta/ligador
de etiqueta. Miles de anticuerpos estan disponibles comerciaimente y muchos
anticuerpos adicionales estan descritos en la literatura. Por ejemplo, en una
configuracién comun, la etiqueta es un primer anticuerpo y el ligador de etiqueta
es un segundo anticuerpo que reconoce al primer anticuerpo. En adicién a las
interacciones anticuerpo/antigeno, las interacciones receptor-ligando también son
apropiadas como par etiqueta y ligador de etiqueta. Por ejemplo, agonistas y
antagonistas de receptores de membrana celular (por ejemplo, interacciones
celulares receptor-ligando tales como transferrina, c-kit, ligando de receptor viral,
receptores de citoquina, receptores de quimiocina, receptores de interleucina,

receptores de inmunoglobulina y anticuerpos, la familia de cadereina, la familia de
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integrina, la familia de selectina, y similares; ver, por ejemplo, Pigott & Power, The
Adhesion Molecule Facts Book | (1993)). Similarmente las toxinas y venenos,
epitopes virales, hormonas, (por ejemplo, opiatos, esteroides, etc.), receptores
intracelulares (por ejemplo, los que median el efecto de diversos ligandos
pequenos, incluye.ndo esteroides, la hormona tiroides, retinoides y la vitamina D;
péptidos), drogés, lectinas, azlicares, acidos nucleicos (tanto como
configuraciones de polimero lineal y ciclico) oligosacaridos, proteinas, fosfolipidos

y anticuerpos pueden todos interactuar con diversos receptores celulares.

Los polimeros sintéticos, tales como poliuretanos, poliésteres, policarbonatos,
poliureas, poliamidas, polietileneiminas, sulfuros de poliarileno, polisiloxanos,
polimidas, y poliacetatos también pueden formar una etiqueta o ligador de
etiqueta apropiado. Muchos de otros pares de etiqueta/ligador de etiqueta también
son utiles en sistemas de ensayo descritos aqui, como sera evidente para aquellos

versados en la técnica luego de la revisién de esta descripcion.

Los enlazadores comunes tales como péptidos, poliéteres, y similares también
pueden servir como etiquetas, e incluyen secuencias de polipéptidos, tales como
secuencias poli gli de entre cerca de 5 y 200 aminoacidos. Tales enlazadores
flexibles son conocidos para las personas versadas en la técnica. Por ejemplo, (los
enlazadores de poli (etilen glicol) estan disponibleé- de Shearwater Polymers, Inc.
Huntsville, Alabama. Estos enlazadores opcionales tienen enlaces de amida,

enlaces de sulfidrilo, o enlaces heterofuncionales.

Los ligadores de etiqueta estan fijos a sustratos sélidos usando cualquiera de una
variedad de métodos actualmente disponibles. Los sustratos sélidos son derivados

comunmente o funcionalizados por medio de la exposicion de todos o de una
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porcion del sustrato a un reactivo quimico el cual fijja un grupo quimico a una
superficie que es reactiva con una porcidn del ligador de etiqueta. Por ejemplo, los
grupos que son adecuados para sujetar a una porcién de cadena larga incluirian
las aminas, hidroxilos, tiol, y grupos carboxilo. Los aminoalquilsilanos y los
hidroxialquilsilanos pueden ser usados para funcionalizar una variedad de
superficies, tales como superficies de vidrio. El constitutivo de tales arreglos de
biopolimero de fase sélida es bien descrito en la literatura. Ver por ejemplo,
Merrifield, J; Am. Chem. Soc., 85: 2149-2154 (1963) (que describen sintesis de
fase sélida de, por ejemplo, péptidos); Geysen et nl., J. Immun. Meth., 102: 259-
274 (1987) (que describen la sintesis de componentes de fase sélida sobre
pasadores); Frank & Doring, Tetrahedron, 44: 60316040 (1988) (que describen la
sintesis de varias secuencias de péptidos sobre discos de celulosa); Fodor et al.,
Science, 251: 767-777 (1991); Sheldon et al., Clinical Chemistry, 39 (4): 718-719
(1993); y Kozal et al., Nature Medicine, 2 (7): 753759 (1996) (todos describen
arreglos de biopolimeros fijados a sustratos solidos). Las ensefianzas de no
quimicos para fijar los ligadores de etiqueta a sustratos incluyen otros métodos

comunes tal como calor, reticulacién por medio de radiacion UV y similares.

3. Ensayos con base en células

En una modalidad preferida de tratamiento, una combinacién de proteinas o
polipéptidos de T1R son co-expresados transitorio o establemente en una célula
eucariética sea en formas no modificadas o como quiméricos, variantes o
receptores truncados con o preferiblemente sin una secuencia chaperona
heterdloga que facilitan suma duracién y objetivado por medio de un trayecto

secretorio. Tales polipéptidos de T1R pueden ser expresados en cualquier célula
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eucariética, tal como las células HEK-293. Preferiblemente, las células
comprenden una proteina G funcional, por ejemplo, la Ga15 o la proteina G
quimérica previamente identificada, u otra proteina G que sea capaz de acoplar el
receptor quimérico a un trayecto de sefalizacién intracelular o0 a una proteina de
sefializacién tal como una fosfolipasa C. también, preferiblemente una célula sera
producida la cual co-expresa de manera estable el TIR1/T1R3 o T1R2/T1R3,
como tales células que han sido encontradas (como se muestra en los ejemplos
experimentales) para exhibir respuestas mejoradas al estimulo del gusto (relacién
a las células que expresan de manera transitorio la misma combinacién de T1R).
La activacion de receptores T1R en tales células puede ser detectado usando
cualquier método estandar, tal como por medio de deteccién de cambios en el
calcio intracelular por medio de detectar la fluorescencia dependiente de fluor-4 en
la célula. Tal ensayo es la base de los hallazgos experimentales presentados en

esta solicitud.

Los receptores GPCR activados frecuentemente son sustratos para cinasas que
fosforilan la cola del terminal C del receptor (o posiblemente otros sitios también).
Asi, los activadores promocionaran la transferencia de p desde el ATP
radiomarcado al receptor, lo que puede ser ensayado con un contador de
cintilizacion. La fosforilacion de la cola del terminal C promovera el ligado de
proteinas similares a la arrestina e interferira con el ligado de las proteinas G. para
una revision general de transducciéon de sefial GPCR vy metodos de ensayo de
transduccion de sefial ver, por ejemplo, Methods in Enzymology, vols. 237 y 238
(1994) y volumen 96 (1983); Boume et al., Nature, 10: 349: 117-27 (1991); Bourne
et al., Nature, 348; 125-32 (1990); Pitcher et al., Annu. Rev. Biochem., 67: 653-92
(1998).
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La modulacién del T1R puede ser ensayada por medio de comparar la respuesta
de los polipéptidos de T1R tratados con un modulador de T1R putativo frente a la
respuesta de una muestra de control no tratada o una muestra que contiene un
control “positivo” conocido. Tales moduladores de T1R putativos pueden incluir
moléculas que inhiben o activan la actividad del polipéptido de T1R. En una
modalidad, las muestras de control (no tratadas con activadores o inhibidores) se
les asignan una actividad de T1R relativa con valor de 100. La inhibiciéon de un
polipéptido T1R se logra cuando el valor de actividad de T1R en relacién al control
esta cerca del 90%, opcionalmente 50%, opcionalmente 25 a 0%. La activacion de
un polipéptido de T1R se logra cuando el valor de actividad de T1R en relacién al

control es de 110%, opcionalmente 150%, 200 a 500%, o 1,000 a 2,000%.

Los cambios en flujo de ién pueden ser logrados por medio de determinar cambios
en la polarizacién idnica (es decir, potencial eléctrico) de la célula o membrana
que expresa un polipéptido T1R. Un medio para determinar cambios en la
polarizacién celular es por medio de medir cambios en la corriente (por lo tanto
medir cambios en al polarizacién) con técnicas de fijacion de voltaje y fijacion de
parche (ver, por ejemplo, el modo de “célula sujetada”, el modo “adentro-afuera” y
el modo de “célula completa”, por ejemplo, Ackerman et al., New Engl. J Med.,
336: 1575-1595 (1997)).las corrientes de las células complejas son determinadas
convenientemente usando el estandar. Otros ensayos conocidos incluyen:
ensayos de flujo de iones radiomarcados y ensayos de fluorescencia usando tintas
sensibles al voltaje (ver, por ejemplo, Vestergarrd-Bogind et al., J. Membrane Biol.,
88: 67-75 (1988); Gonzales & Tsien, Chem. Biol., 4: 269277 (1997); Daniel et al.,
J. Pharmacol. Meth., 25: 185-193 (1991); Holevinsky et al., J. Membrane Biology,
137: 569-70 (1994)).
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FIGURA 1: Catdlogo de T1R humano y derata
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Figura 2. hT1R2 y hT1R3 se expresan en epitelio de lengua humana. Los
productos de amplificacion de cADN especifico se pueden amplificar del
CADN preparado desde la papila circunvalar humana resecada.
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Figura 3. Funciones T1R2/T1R3 como un receptor de sabor dulce
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Figura 4. El T1R2 puede controlar la especificidad del ligando
T1R2/T1R3
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Residuos de unién de ligando clave de mGlurR1 se conservan
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Figura 9. El PDZIP facilita la expresién de superficie del T1R2.

A. Tefido de inmunofluorescencia de hT1R2 Myc-etiquetado
indica que el PDZIP incrementa significativamente la
cantidad de proteina T1R2 humana en la membrana de
plasma

B. Los datos de andlisis FACS demuestran el mismo resultado.
Linea T1R2:Verde humana Myc-etiquetada

C. Einea T1R2 humano con PDZIP:Negro
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Figura 10. Datos de imagenes de calcio que demuestran respuestas
hT1R2/hT1R3 para un niimero de estimulos dulces
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Figura 16.  El lactosil inhibe los receptores de dulce T1IR2/T1R3 y umami

T1IR1/T1R3 y el sabor dulce y umami (panel izquierdo)
respuestas de células HEK-Gq15 transfectadas transitoriamente
con T1R1/T1R3 (circulos) a 10 mM de L-glutamato y células
HEK-G,15 transfectadas transitoriamente con T1R2/T1R3
(cuadrados) a 150 mM de sucrosa en la presencia de
concentraciones variables de lactisol se muestran para la
sucrosa que estimula el sabor dulce y D-triptofano, el L-
glutamato que estimula el sabor umami (MSG) y L-glutamato
mas 0.2 mM IMP, y cloruro de sodio. Se determinaron los
umbrales de deteccion siguiendo el método de Schiffman et al.
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<120>

SEQUENCE LISTING
Senomyx, Inc.

T1R HETERO-OLIGOMERIC TASTE RECEPTORS,

Lolo 1S 179~ B\ -G

PCT/US2004/025459

CELL LINES THAT EXPRESS SAID RECEPTORS, AND TASTE COMPOUNDS

<130>

<140>
<l4dls>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

19328.0001ul

Unassigned
2004-08-06

60/494,071
2003-08-06

60/552,064
2004-03-09

33
FastSEQ for Windows Version 4.0
1
5

PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence; note =
synthetic construct

<400> 1

Ser Val Ser Thr Trp

1 5

<210> 2 ‘

<211> 14 '

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> :

<223> Description of Artificial Sequence; note =
synthetic construct ’

<221> VARIANT

<222> 1,3,4,6,7,8,11,12,13

<223> At position 1, Xaa can be either Thr or Arg

At position 3, Xaa can be either Phe or Leu

At position 4, Xaa can be either Arg, Gln, or Pro
At position 6, Xaa can be either Arg or Thr

At position 7, Xaa can be either Ser, Pro or Val
At position 8, Xaa can be either val, Glu, Arg,
Lys or Thr '

At position 11, Xaa can be either Ala or Glu

At position 12, Xaa can be either Trp or Leu

1S
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At position 13, Xaa can be either Arg, His or Gly

Xaa Cys Xaa Xaa Arg Xaa Xaa Xaa Phe Leu Xaa Xaa Xaa Glu

can be
can be
can be
can be
can be
a can be
a can be
a can be
a can be
a can be

10

Sequence; note =

either Leu or Gln
either Glu, Gly oxr Thr
either Asn, Arg or Cys
either Arg or Glu
either Arg or Lys
either Cys, Gly or Phe
either Val, Leu or Ile
either Phe or Leu
either Ala or Ser
either Met or Leu

Xaa Pro Xaa Xaa Tyr Asn Xaa Ala Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Xaa Xaa

Leu Cys

Gly Leu
40

Thr Gln

55

Phe Leu

Ser Ala

Cys Ser

<400> 2
1 s
<210> 3
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial
synthetic construct
<221> VARIANT
<222> 1,3,4,7,9,10,11,13,14,15
<223> At position 1, Xaa
At position 3, Xaa
At position 4, Xaa
At position 7, Xaa
At position 9, Xaa
At pogition 10, Xa
At position 11, Xa
At position 13, Xa
At position 14, Xa
At position 15, Xa
<400> 3
1 5
<210> 4
<211> 858
<212> PRT
<213> Artificial Seguence
<220>
<223> Description of Artificial
synthetic construct
<400> 4 '
Met Pro Gly Leu Ala Ile Leu Gly
1 5
Leu Gly Met Gly Ser Ser
20
Gly Asp Tyr Ile Leu Gly
35
Ala Thr Leu Asn Gln Arg
50
Phe Ser Pro Leu Gly Leu
65 70
Glu Glu Ile Asn Asn Gly
85
Tyr Asp Leu Phe Asp Thr
100
Ser Leu t Ala

Met Phe Me

Lys Val

10 15

Sequence; note =

Leu Ser Leu Ala Ala Phe Leu Glu
10 15

Leu Ser Gln Gln Phe Lys Ala Gln

25 30

Phe Pro Leu Gly Thr Thr Glu Glu

45
Pro Asn Gly Ile Leu Cys Thr Arg
60
Ala Met Ala Met Lys Met Ala Val
75 80

Leu Leu Pro Gly Leu Arg Leu Gly
g0 95

Glu Pro Val Val Thr Met Lys Pro

105 110

Gly Ser Gln Ser Ile Ala Ala Tyr

e
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Cys
His
145
Leu
Arg
Gln
Val
Ile
225
Gly
val
Leu
Leu
Thr
305
val
Tyr
Ser
Cys
Met
385
Cys
Leu
Leu
Met
465
Phe
Asn
val
Cys
Pro

545
Pro

Asn
130
Ser
Met
Glu
Leu
Ala
210
Phe
Leu
Asp
Phe
His
290
Ser
Leu
val
Leu
Ser
370
Gln
Ala
Asn

Leu

Gin
450

Trp
Asn
Gln
Arg
Lys
530
Cys

Arg

115
Tyr

Sex
Pro
Thr
Gln
195
Ala
Ser
Val
Val
Ala
278
Asp
Asp
Gly
Glu
Lys
355
Gln
Asn
Ala
val
Glu
435
Phe
Vval
Gly
val
Arg
518
Ala

Gly

Thr
Glu
Gln
Phe
180
Ala
Leu
Gly
Pro
L.eu
260
Ser
Leu
Leu
Phe
Thr
340
Ala
Cys
Leu
val
Ser
420
Asn
Asp
Trp
Thr
Pro
500
Val
Gly
Lys

Pro

Gln
Leu
Val
165
Pro
vVal
Gly
Leu
Gln
245
Arg
Ala
Ser
val
Leu
325
Arg
Glu
Asp
Ser
405
His
Met
Ala
Gln
Leu
485
val
Lys
Ser

Asp

Lys
565

Tyr
Ala
150
Ser
Ser
Vval
Ser
Ala
230
His
Gln
Arg
Pro
Met
310
Gln
Leu
Leu
Tyr
Ala
390
Ser
Cys
TYr
Lys
Ser
470
Gln
Ser
Gly
Tyr
Gln

550
Phe

Gln
135
Leu
Tyx
Phe
Thr
Asp
215
Agn
Asp
Vval
Ala
Lys
285
Thr
Arg
Ala
Asp
Ile
375
Gly
val
His
Asn
Gly
455
Pro
Leu
Gln
Phe
Arg
535
Trp

Leu

120
Pro

Ile
Ser
Phe
Leu
200
BAsp
Sexr
Thr
Asn
Val

280
Val

Leu~

Gly
Leu
Leu
360
Met
Gln
Ala
Thr
Met
440
Sex
Thr
Gln
Cys
His
520
Lys

Sexr

Ala

Arg

Thr

Arg
185
Leu
Asp
Arg

Ser

Gln
265

Tyr
Trp
Pro
Ala
Ala
345
Glu
Leu
Leu
Gln
Ser
425
Ser
val
Pro
His
Sexr
505
Ser
His
Pro

Trp

val
Gly
Ser
170
Thr

Gln

Gly
Gly
250
Ser
Ser
val
Asn
Leu
330
Ala
Glu
Gln
His
Ala
410
Glu
Phe
Asp
Val
Sex
490
Arg
Cys
Pro

Giu

Gly
570

Leu
Lys
155
Met
Vval
Asn
Gly
Ile
235
Gln
Lys
Leu
Ala
Ile
315
Leu
Asp
Arg
Asn
Hie
395
Leu
Pro
Arg
Met
Leu
475
Lys
Gln
Cys
Asp
LysS

555
Glu

Ala
140
Phe
Asp
Pro
Phe
Arg
220
Cys
Gln
Val
Phe
Serxr
300
Ala
Pro
Pro
Val
Leu

380
Gln

Val
Ala
Glu
460
His
Met
Cys
Tyxr
Asp
540

Ser

Pro

125
val

Phe
Arg
ser
Ser
205
Glu
Ile
Leu
Gln
Ser
285
Glu
Arg
Glu
Thr
Met
365
Ser
Ile
Asn
Gln
Arg
445
Tyr
Thr
Tyr
Lys
Asp
525
Phe
Thr

Ala

Ile
Ser
Leu
Asp
190
Trp
Gly
Ala

Gly

val
270

Tyr
sSer
val
Phe
Phe
350
Gly
Sexr
Phe
Thr
Pro
430
Asp
Asp
val
Trp
Asp
510
Cys
Thr

Thr

val

PCT/US2004/025459

Gly
Phe
Ser
175
Arg
Asn
Leu
His
Lys
255
val
Ser
Trp
Gly
Ser
335
Cys
Pro
Gly
Ala
Leu
415
Trp
Leu
Leu
Gly
Pro
495
Gly
val
Cys
Cys

Leu
575

Pro
Phe
160
Asp
Val
Trp
Ser
Glu
240
val
val
Ile

Leu

"Thr

320
His

Ala
Arg
Lieu
Thr
400
Gln
Gln
Thr
Lys
Thr
480
Gly
Gln
Asp
Thr
Leu

560
Ser

1
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Leu
Gly
Gly
Ser
625
Gln
Phe
Trp
val
Leu
705
Thr
Leu
Thr
Leu
Pro
785
Gly
Pro

Phe

Ser

Leu
Leu
Ser
610
Val
Gln
Leu
Ala
val
690
Met
Glu
Val
Phe
Thr
770
Leu
Ala
Lys

Phe

Ser
850

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

Leu Leu
580

Phe Vval

595

Leu Phe

Leu Leu
Pro Met

Gln Ala
660

Asn Trp

675

Leu Leu

Ala Phe

val Leu

His Ile
740

Leu Val

755

Phe Ala

Leu Ala

Ile Leu

Cys Tyr
820

Leu Gly

835

Glu Ala

841
PRT
Artificial Sequence

Leu
His
Cys
Phe
Ala
645
Ala
Leu
Ala
Pro
Glu
725
Thr
Gln
Met

Asn

Phe

805

Val
Arg

Thr

Cys
Tyr
Phe
Pro
630
His
Glu
Cys
Thr
Pro
710
His
Asn
Ser
Leu
val
780
Cys

Leu

Ser

Leu

Trp
Gly
615
Gly
Leu
Ile
Ser
Leu
695
Glu
Cys
Ala
Gln
Ala

775
Gln

‘Ala

Leu
Pro

Gly
855

synthetic construct

<400> 5

Met
1
Cys
Thr
Gly

Ser
65

Leu
Cys
Leu
Cys

50
Cys

val
Asp
600
Leu
Arg

bro

Phe

Tyr
680
val
val
Arg
Val
Pro
760
Tyr
Val
Leu
Trp
Lys

840
His

Description of Artificial

Leu Cys Thr Ala Arg Leu

5

Trp Ala Phe Ala Cys His

20

Pro Gly Asp Tyr Leu Leu

35

40

Leu Gln Val Arg His Arg

55

Ser Phe Asn Glu His Gly

70

Leu
585
Ser
Ile
Pro
Leu
Val
665
Leu
Glu
val
Met
Leu
745
Gly
Phe
Ala
Gly
Leu
825
Glu

Ser

Gly Leu
Pro Leu
Cys Leu

Arg Ser
635

Thr Gly

650

Glu Ser

Arg Gly
Ala Ala
Thr Asp
715
Arg Ser
730
Ala Phe
Arg Tyr
Ile Ile
Tyr Gln
795
Ile Leu
810
Pro Glu
Ala Ser

Glu

Thr
val
Gly

620
Ala

Cys
Glu
Pro
Leu
700
Trp
Leu
Asn
780
Pro
Ala
Leu

Asp

Sequence; note

val
Ser
25

Ala

Pro

Tyr

Gly Leu
10

Thr Glu
Gly Leu
Glu val

His Leu
75

Gln
Ser
Phe
Thr

60
Phe

Leu
Gln
605
Leu
Ser

Leu

Leu

Trp
685
Cys
Gln
val
Cys
Arg
765
Val
Ala
Thx

Asn

Gly
845

Leu
Ser
Pro
45

Leu

Gln

Ala
590
Ala
Phe
Cys
Ser
Pro
670
Ala
Ala
val
Ser
Phe
750
Ala
Ser
Val
Phe
Thr

830
Asn

Leu
Pro

30
Leu

Cys

Ala

PCT/US2004/025459

Ala
Ser
Cys
Leu
Thr

655
Leu

Trp
Trp
Leu
Leu
735
Leu
Arg
Phe
Gln
His
815
Gln

Ser

Ile
15

Asp
His
Asp

Met

Leu
Gly
Leu
Ala
640
Leu
Ser
Leu
Tyr
Pro
720
Gly
Gly
Gly
Val
Met
800
Leu

Glu

Gly

Sex
Phe
Ser
Arg

Arg
80

\re
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Leu Gly
Thr Leu
Tyr Ala

Leu Gln
130

Gly Pro

145

Pro Phe

Ser Val
Lys Tyr
Thr Trp
210
Val Gln
225
Phe Lys
Gln Cys
Val' Phe
Leu Thr
290
Leu Ser
305
Val Leu
Phe Glu
His Lys
Ala Phe
370
Ser Ala
385
‘His Gln
Tyr Pro
His Lys
Tyr Asn
450
Val Leu
Thr Lys
Cys Ser

His His

val
Gly
Thr
115
Gly
Asp
Leu
Lys
Gln
195
Ile
Ala
Asp
Leu
Ser
275
Asn
Arg
Gly
Glu
Gly

355
Met

Tyxr
Leu
Trp

Agp
435

Ile
Gly
Ile
Ser

Cys
515

Glu
Tyr
100
Leu
Asp
Ser
val
Arg
180
Val
Ser
Leu
Ile
Met
260

Ser

Leu

Val
Ala
340
Ser
Ala
Asn
Leu
Gln
420
Thr
Ile
Ser
Gln
Asp

500
Cys

Glu

85
Gln

Arg
Leu
Thr
Pro
165
Gln
Glu
Leu
Glu
Met
245
Arg
Arg

Thr

Ile

Ala
Gly
405
Leu

val

Ala

Ser

Trp
485
Cys

Phe

Ile
Leu
val
Leu
Asn

150
Met

Tyr
Thr
Val
Asn
230
Pro
His
Gln
Gly
Thr
310
Ile
Ala
Cys
Thr
390
Cys
Leu

Ala

Trp
Thr
470
His
Leu

Glu

Asn
Tyr
Leu
His
135
Arg
Ile
Pro
Met
Gly
215
Gln
Phe
Leu
Leu
Lys
295
Gly

Gln

Phe

Asp
455
Trp

Gly

Glu

Cys.

Asn
Asp
Ser
120
Tyr
Ala
Ser
Ser
Val
200
Ser
Ala
Ser
Ala
Ala
280
Val
Val
Lys
Ala
Ser
360
Pro
Ala
Ser

Gln

Asn
440

Trp
Ser
Lys
Gly

Val
520

Ser
Val
105
Leu
Ser
Ala
Tyr
Phe
185
Leu
Ser
Thr
Ala
Gln
265
Arg
Trp
Pro
Arg
Asp
345
Asn
Lys
val
Gly
Ile
425
Asp
Asn
Pro
Asp
His

505
Pro

Thy
90

cys
Pro
Pro
Thr
Ala
170
Leu
Leu
Asp
Gly
Gln
250
Ala
Val
val
Gly
Ala
330
Lys
Gln

Leu

Ala
410
His

Asn

Gly
Val
Asn
490
Gln

Cys

Ala
Ser
Gly
Thr
Thx
155
Ala
Arg
Leu
Asp
Gln
235
Val
Gly
Phe
Ala
Ile
315
Val
Lys
Leu
Lys
Ala
395
Cys

Lys

Arg

Pro
Gln
475
Gln
Arg

Gly

Leu
Asp
Gln
val
140
Ala
Ser

Thr

Gln

Tyr
220
Gly
Gly
Ala
Phe
Serx
300
Gln

Pro

Cys
Ala
380
val
Ser
val
Asp
Lys
460
Leu
Val
val

Ala

Leu
Ser
His
125
Leu
Ala
Ser
Ile
Lys
205
Gly
Ile
Asp
Thr
Glu
285
Glu
Arg
Gly
Pro
Arg
365
Phe
Ala

Arg

Pro
445

Trp
Asn
Pro
val

Gly
525

Pro
Ala
110
His
Ala
Leu
Glu
Pro
190
Phe
Gln
Cys
Glu
Val
270
Ser
Ala
Ile

Leu

Thr
Ile
Lys
Thr

510
Thr

PCT/US2004/025459

Asn
95

Asn
Ile
Val
Leu
Thr
175
Asn
Gly
Leu
Ile
Arg
255
val
val
Trp
Gly
Lys

335
Pro

Cys
Met
Gly
Arg
415

Leu

Ser

Phe
Asn
Ser
495
Gly

Phe

Ile
Val
Glu
Ile
Ser
160
Leu
Asp
Trp
Gly
Ala
240
Met
val
val
Ala
Met

320
Ala

Cys
Gln
Ser
Leu
400
val

Leu

Ser

Thx
Glu
480
Val
Phe

Leu

1719
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Asn Lys Ser Asp Leu Tyr Arg Cys
530 535
Ala Pro Glu Gly Ser Gln Thr Cys
545 550
Ala Leu Arg Glu His Thr Ser Trp
565
Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gly Thr
580
Asp Thr Pro Val Val Arg Ser Ala
595 600
Leu Gly Ser Leu Ala Ala Gly Ser
610 615
@Glu Pro Thr Arg Pro Ala Cys Leu
625 630
@ly Phe Thr Ile Phe Leu Ser Cys
645
Ile Ile Ile Phe Lys Phe Ser Thr
660
Trp Val Gln Asn His Gly Ala Gly
675 680
2la Gln Leu Leu Ile Cys Leu Thr
690 6595
Pro Ala Arg Glu Tyr Gln Arg Phe
705 710
Thr Glu Thr Asn Ser Leu Gly Phe
725
Leu Leu Ser Ile Ser Ala Phe Ala
. 740
Pro Glu Asn Tyr Asn Glu Ala Lys
755 760
Asn Phe Val Ser Trp Ile Ala Phe
770 . 775
Gly Lys Tyr Leu Pro Ala Ala Asn
785 790
Ser Ser Gly Phe Gly Gly Tyr FPhe
805
Cys Arxg Pro Asp Leu Asn Ser Thr
820
Asp Tyr Thr Arg Arg Cys Gly Ser
835 840

<210> 6

<211> 839

<212> PRT .
<213» Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial
synthetic construct

<400> 6
Met Gly Pro Arg Ala Lys Thr Ile
1 5
val Leu Ala Glu Pro Ala Glu Asn
20
Tyr Leu Leu Gly Gly Leu Phe Ser

PCT/US2004/025459

Gln Pro Cys Gly Lys Glu Glu Trp
540
Phe Pro Arg Thr Val Val Phe Leu
555 560
Val Leu Leu Ala Ala Asn Thr Leu
570 575
Ala Gly Leu Phe Ala Trp His Leu
585 590
Gly Gly Arg Leu Cys Phe Leu Met
605
@ly Ser Leu Tyr Gly Phe Phe Gly
620
Leu Arg Gln Ala Leu Phe Ala Leu
635 640
Leu Thr Val Arg Ser Phe Gln Leu
650 655
Lys Val Pro Thr Phe Tyr His Ala
665 670
Leu Phe Val Met Ile Ser Ser Ala
€85
Trp Leu Val Val Trp Thr Pro Leu
700
Pro His Leu Val Met Leu Glu Cys
718 720
Ile Leu Ala Phe Leu Tyr Asn Gly
730 735
Cys Ser Tyr Leu Gly Lys Asp Leu
745 750
Cys Val Thr Phe Ser Leu Leu Phe
765
Phe Thr Thr Ala Ser Val Tyr Asp
780
Met Met Ala Gly Leu Ser Ser Leu
785 800
Leu Pro Lys Cys Tyr Val Ile Leu
810 ) 815

‘Glu His Phe Gln Ala Ser Ile Gln

825 830
Thr

Sequence; note =

Cys Ser Leu Phe Phe Leu Leu Trp
10 . 15

Ser Asp Phe Tyr Leu Pro Gly Asp

25 30

Leu His Ala Asn Met Lys Gly Ile

1
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val
Lys
65

Glu
Glu
Tyr
Ser
Glu
145
Gln
Phe
Ala
Leu
Glu
225
Pro
Leu
val
Leu
Ala
305
Thr
Glu
Thr
Ala
val
385
Ser
Pro
Asp
Glu
Val

465
Ile

His
50

Val
Ile
Ile
Phe
Asn
130
Ser
Ile
Pro
Met
val
210
Arg
Thr
Va_l
val
Arg
290
Ile
Phe
Phe

Ser

Thr
370
TYyT

Leu

35
Leu

Ile
Asn
Val
Leu
115
Val
Thxr
Ala
val
195
Ser
Vval
Leu
Thr
Phe
275
Gln
Asp
Leu
Arg
Gln
355
Leu
Ser
Leu
Gln
Gln
435

Val

Ser

Trp

Asn
Gly
Asn
Dsp
100
Ala
Ile
Met
Tyr
Leu
180
Gln
Ser
Ala
Gln
Ile
260
Ser
Asn
Pro
Gly
Glu
340
Sex
Ser
Val
Gly
Leu
420

Ile

Gln

Phe
Tyx
Asp
85

Val
His
Ser
Thr
Ser
165
Leu
Leu
Asp
Arg
Pro
245
vVal
Pro
Phe
val

Ile
325

Trp
Tyr
Phe
Tyr
Cys
405
Leu
Phe
Trp
Tyr

Thr
485

Leu
Asn
70

Ser
Cys
Glu
Arg
val
150
Ala
Arg
Met
Thr
Arg
230
Asn
Asp
Asp
Thr
Leu
310
Thr
Gly
Thr
Asn
Ser
390
Asp
Glu
Phe
Gln
Pro

470
val

Gln
55
Leu

Ser

Asp
val
135
Ala
Ile
Thr
Leu
Tyr
215
Asp
Gln
Lys
Leu
Gly
295
His
Ile
Pro
Cys
Thyr
375
Ala
Lys
Glu
Asp
Trp
455

Leu

Asn

40
Val

Met
Leu
Ile
Asn
120
Val
Asn
Ser
Thr

His
200
Gly
Ile
Asn

Leu

Thr
280

Ala’

Agn
Gln
Gln
Asn
360
Ile
val
Ser
Ile
Pro
440
Asp
Gln

Asn

Pro
Gln
Leu
Ser
105
Leu
Ala
Phe
Asp
Pro
185
Phe
Arg
Cys
Met
Gln
265
Leu
val
Leu
Ser
Ala
345
Gln
Leu
Tyx
Thx
Trp
425
Gln
Arg
Arg

Thr

Met
Ala
Pro
90

Asn
Leu
Val
Leu
Glu
170
Ser
Arg
Asp
Ile
Thr

250
Gln

Trp
Thr
val
330
Gly
Glu
Arg
Ala
Cys
410
Lys
Gly
Ser

Gln

Ile
490

Cys
Met
75

Gly
Asn
Pro
Ile
Ser
155
Leu
Ala
Trp
Asn
Ala
235
Sexr
Sex
His
Ile
Glu
315
Pro
Pro
Cys
Leu
Val
395
Thr
val
Asp
Gln
Leu

475
Pro

Lys
60

Arg
Val
Val
Ile

Gly

45
Glu

Phe
Leu
Gln
Gln

125
Pro

140 -

Leu
Arg
Asp
Asn
Gly
220
Phe
Glu
Thr
Phe
Ala
300
Len
Ile
Pro
Asp
Ser
380
Ala
Lys
Asn
Val
Asn
460
Lys

Met

Phe
Asp
His
Trp
205
Gln
Gin
Gliu

Ala

Phe
285

SeI"

Gly
Pro
Pro
Asn
365
Gly
His
Arg
Phe
Ala
445
Pro

Asn

Ser

TyY
Ala
Leu
Pro
110
Glu
Asp
Leu
Lys
His
190
Ile
Leu
Glu
Arg
Arg
270

Asn

Glu

Gly
Leu
350
Cys
Glu
Ala
Val
Thx
430
Leu
Phe
Ile

Met

PCT/US2004/025459

Glu
Val
Gly
95

Val
Asp
Asn
Leu
Val
175
Val
Ile
Leu
Thr
Gln
255
Val
Glu
Ser
Leu
Phe
335
Ser
Leu
Arg
Leu
val

415
Leu

Gln
Gln

cys
495

val
Glu
80

Leu
Tyxr
Ser
Pro
160
Arg
Glu
Val
Gly
Leu
240
Axg
Val
Val
Trp
Gly
320
Ser
Arg
Asn
val
His
400
Tyx
Leu
Leu
Ser
Asp

480
sSer

161
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Lys
Cys
Thr

Tyr
545

Trp
Phe
Thr
Thr
Pro
625
Phe
Cys
val
Lys
Thr
705
Asn
Leu
Pro
Tyx

Gly
785
Leu
Phe

Gly

Arg
Cys
Glu
530
Gln
His
Leu
Pro
Leu
610
Lys
Thr
Ala
Arg
Met
690
Thr
Pro
Leu
Thr
Phe
770
val
Ala
Tyr

Tyr

<210> 7

<211>
<212>
<213>

 <220>
<223>

Cys
Phe
515
Asp

Ser

Glu
Ser
Ile
595
Leu
val
Ile
Phe
Tyr
675
val
Arg
Asn
Ser
Asn
755
Thr
Leu
Ile

Pro

Thr
835

852
PRT
Artificial Sequence

Gln
500
Glu
Glu

Glu

Ala

Thr
580

val

Leu
Ser
Cys
Lys
660
Gln
Ile
Thr
Tyr

Val
740

Tyr
Ser
val
Ser
Glu

820
Met

Ser

Cys

Thr

Pro
565
Leu
Arg
val
Thr
Ile
645
Met
Gly
val
Asp
Arg
725
val
Asn
Ser
Thr
Leu
805
Arg

Arg

Gly Gln
Ile Asp

Glu Cys

535
Ser Cys
550

Thr Ile
Ala Ile
Ser Ala

Ala Tyr
615

Cys Leu

630

Ser Cys

Ala Ser
Pro Tyr

Val Ile
695

Pro Asp

710

Asn Ser

Gly Phe
Glu Ala
Val Ser
775
Ile Val
790
Gly Tyr
Asn Thr

Arg Asp

synthetic construct

<400> 7
Met Leu Gly Pro Ala Val Leu Gly Leu Ser Leu Trp Ala Leu Leu His

Lys
Cys
520
Gln

Phe

Ala
Leu
Gly
600
Met
Cys
Ile
Arg
Val
680
Gly
Asp
Leu
Ser
Lys
760
Leu
Asp
Phe

bPro

Lys
505
Leu
Ala

Lys

val
val
585
Gly
Val
Arg
Ala
Phe
665
Ser
Met
Pro
Leu
Phe
745
Phe
Cys
Leu

Gly

Ala
825

Lys
Proc
Cys
Arg
Ala
570
Ile
Pro
Val
Gln
Val
650
Pro
Met
Leu
Lys
Phe
730
Ala
Ile
Thx

Leu

Pro
810

Tyr

Pro
Gly
Pro

Gln
555

Leu
Phe
Met
Pro
Ala
635
Arg

Arg

Ala
Ile

715
Asn

Tyr
Thr
Phe
val
795
Lys

Phe

Val
Thr
Asn

540
Leu

Leu
Trp
Cys
val
620
Leu
Ser
Ala
Phe
Thr
700
Thr
Thr
Met
Leu
Met

780
Thr

cys

Asn

Description of Artificial Sequence; note

Gly
Phe
525
Asn

Val

Ala
Arg
Phe
605
Tyr
Phe

Phe

Tyr

‘Ile

685
Gly

Ile
Ser
Gly
Ser
765
Ser
Vval
Tyxr

Ser

Ile
510
Leu
Glu

Phe

Ala
His
590
Leu
Val
Pro
Gln
Ser
670
Thr
Leu
Val
Leu
Lys
750
Met
Ala
Leu

Met

Met
830

PCT/US2004/025459

His
Asn
Trp
Leu
Leu
575
Phe
Met
Gly
Leu
Ile
655
val
Ser
Ser
Asp
735
Glu
Thr
Tyr
Asn
Ile
815
Ile

Vval
His
Ser

Glu
560

Gly
Gln
Leu
Pro
Cys
640
val
Trp
Leu
Pro
Cys
720
Leu
Leu
Phe
Ser
Leu
800

Leu

Gln

]8T
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Pro
Gly
Ala
Phe
65

Glu
Tyr
Ser

His
145
Leu

Gln
Val
Ile
225
Gly
Gln
Leu
Ser
Thr
305
Val
Tyr

Ala

Leu
385
Ala
Ala

Leu

Asn

Gly
Asp
Gly
50

Ser
Glu
Asp
Leu
Asn
130
Ser
Met
Glu
Leu
Ala
210
Phe
Leu
Asp
Phe
Ser
290
Ser
Leu
Val
Leu
Cys
370
Asn
Gln
Gln

Thx

val
450

Thr

Tyx
35

Leu
Ser
Ile
Leu
Met
115
Ser
Pro
Thr
Thr
195
Ala
Ser

Val

val

Gly
20

Val
Arg
Asn
Asn
Phe
100
Phe
Thr
Glu
Gln
Phe
180
Ala
Leu
Ala
Pro
Leu
260
Ser
Leu
Leu
Phe
Thr
340
Glu

Gln

Leu
Pro
420
His

Met

Ala
Leu
Ser
Gly
Asn
85

Asp
Leu
Gln
Leu
Val
165
Pro
Ala
Gly
Leu
Leu
245
His
Val
Ser
Val
Leu
325
His
Arg
Cys
Gln
His
405
Val

val

Glu

Pro
Gly
Arg
Leu
70

Lys
Thr
Ala
TYyr
Ala
150
Ser
Ser
Ala
Ser
Ala
230
Pro
Gln
His
Pro
Met
310
Gln
Leu
Glu
Asp
Thr
390
Asn
Lys
Gly

Tyr

Leu
Gly
Thr
55

Leu
Ser
Cys
Lys
Gln

135
Met

Phe
Glu
Asp
215
Ala
Arg
Val
Ala
Lys
295
Gly
Arg
Ala
Gln
Cys
375
Phe
Thr
Pro

Gly

Asp
455

Cys
Leu
40

Arg
Trp
Asp
Ser
Ala
120
Pro
Val
CGly
Phe
Leu
200
Asp
Ala
Ala
Asn
Ala
280
Val
Leu
Gly
Leu
Gly
360
Ile
Ser
Leu
Trp
Leu

440
Leu

Leu
25

Phe
Pro
Ala
Leu
Glu
105
Gly
Arg
Thr
Ala
Arg
185
Leu
Glu
Arg
Asp
Gln
265
His
Trp
Pro
Ala
Ala
345
Leu
Thr
Val
Gln
Gln
425

Pro

Lys

10
Ser

Pro
Ser
Leu
Leu
90

Pro
Ser
val
Gly
Ser
170
Thr
Gln
Tyr
Gly
Asp
250
Ser
Ala
val
Gly
Gln
330
Thr
Glu
Leu
Tyr
Cys
410
Leu

Leu

Leu

Gln
Leu
Ser
Ala
75

Pro
Val
Arg
L_eu
Lys
155
Met
Val
Glu
Gly
Ile
235
Ser
Serxr
Leu
Ala
Met
315
Leu
Asp
Glu
Gln
Ala
395
Asn
Leu

Arg

Trp

Gln
Gly
Pro
60

Met
Gly
Val
Asp
Ala
140
Phe
Glu
Pro
Phe
Arg
220
Cys
Arg
Val
Phe
Ser

300
Ala

Pro
Asp
Asn
380
Ala
Ala
Glu
Phe

Val
460

Leu
Glu
45

val
Lys
Leu
Ala
Ile
125
val
Phe
Leu
Ser
Gly
205
Gln
Ile
Leu
Gln
Asn
285
Glu
Gln
Glu
Ala
Val
365
Val
Val
Ser
Asn
Asp

445
Trp

Arg
30

Ala
Cys
Met
Arg
Met
110
Ala
Ile
Ser
Leu
Asp
190
Trp
Gly
Ala
Gly
val
270
Tyr
Ala
Met
Phe
Phe
350
Val

Ser

Gly
Met
430
Ser

Gln

PCT/US2004/025459

15
Met

Glu
Thr
Ala
Leu
95

Lys
Ala
Gly
Phe
Ser
175
Axrg
Asn
Leu
His
Lys
255
Val
Ser
Trp
Gly
Pro
335
Cys
Gly
Ala
Ser
Cys
415
Tyr

Ser

Gly

Lys
Glu
Arg
Val
80

Gly

Pro

Pro
Phe
160
Ala
Val
Trp
Ser
Glu
240
val
Leu
Ile
Leu
Thr
320
Gln
Ser
Gln
Gly
val
400
Pro
Asn

Gly

Ser

163
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val
465
Glu
Ser
Gly
Tyxr
Glu
545
Phe
Ser
His
Phe
Pro
625
His
Glu
Ser
Met
Pro
705
His
Asn
Ser

Leu

val
785

Cys
Leu
Gly

Gly

Pro
Arg
Axrg
Phe

Arg

530

Trp
Leu
Leu
A\
Arg
Gly
610
Gly
Leu

Ile

Gly

Leu

6390
Glu

Cys
Ala
Gln
Ala
770
Gln
vVal
Met

Pro

Lys
850

<210> 8
<211> 2526
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>

Arg
Leu
Cys

His
515
Gln
Ser
Ala
Ala
Asp
595
Leu
Gln
Pro
Phe
Cys
675
Val
Val
Arg

Thr

Pro
755

Tyr
val
Leu
Arg
Gly

835
His

Leu
Lys
Ser
500
Ser
Asn
Pro
Trp
Leu
580
Ser
Val
Pro
Leu
Val
660
Leu
Glu
Val
Thyr
Leu
740
Gly
Phe
val
Gly
Gln
820
Asp

Glu

His
Ile
485
Arg
Cys
Pro
Glu
Gly
565
Gly
Pro
Cys
Ser
Thr
645
Glu
Arg
val
Thr
Arg
725
Ala
Arg
Ile
Leu
Ile
805

Pro

Ala

Asp
470
Arg
Gln
Cys
Asp
Arg
550
Glu
Leu
Leu
Leu
Pro
630
Gly
Ser
Gly
Ala
Asp
710
Ser
Phe
Tyr
Thr
Arg
790
Leu

Gly

Gln

val
Trp

Cys

Asp
535
Ser
Pro
Val
Val
Gly
615
Ala
Cys
Glu

Pro

Leu
695

Trp
Trp
Leu
Asn
Trp
775
Pro
Ala

Leu

Gly

520
Ile

Thr
Ala
Leu
Gln
600
Leu
Arg

Leu

Leu

Trp
680
Cys

Val
Cys
Arg
760
Val
Ala
Ala

Asn

Gln
840

Arg
Thr
Glu
505
Cys
Ala
Arg
Val
Ala
585
Ala
val
Cys
Ser
Pro
665
Ala
Thr
Met
Ser
Phe
745
Ala

Ser

Val

Phe

Thr
825
Asn

Phe
Ser
490
Gly
Val
Cys
Cys
Leu
570
Ala
Ser
Cys
Leu
Thr

650
Leu

Trp
Trp
Leu
Phe
730
Leu
Arg
Phe
Gln
His
810

Pro

Asp

Asn
475
Asp
Gln
Asp
Thr
Phe
555
Leu
Leu
Gly
Leu
Ala
635
Leu
Ser
Leu
Tyr
Pro
715
Gly
Gly
Gly
Val
Met
795
Leu

Glu

Gly

10

Gly
Asn
Val
Cys
Phe
540
Arg
Leu
Gly
Gly
Ser
620
Gln
Phe
Trp
Val
Leu
700
Thr
Leu
Thr
Leu
Pro
780
Gly
Pro

Phe

Asn

Ser
Gln
Arg
Glu
525
Cys
Arg
Leu
Leu
Pro
605
Val
Gln
Leu
Ala
Val
685
val
Glu
Ala
Phe
Thx
765
Leu
Ala
Arg

Phe

Thr
845

Leu
Lys
Arg
510
Ala
Gly
Arg
Leu
Phe
590
Leu
Leu
Pro
Gln
Asp
670

Leu

Ala

Leu
Leu
Cys
Leu

830
Gly

PCT/US2004/025459

Arg
Pro
495
val
Gly
Gln
Ser
Leu
575
val
Ala
Leu
Leu
Ala
655
Arg
Leu
Phe
Leu
Ala
735
Val
Ala
Ala

Leu

Tyx
815
Gly

Asn

Thr
480
val
Lys
Ser
Asp
Arg
560
Leu
His
Cys
Phe
Ser
640
Ala
Leu
Ala
Pro
Val
720
Thr
Arg
Met
Asn
Leu
800
Leu

Gly

Gln

16 4
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<223> Description of Artificial Sequence; note =
synthetic construct

<400> 8

atgctgetct
tttgectgee
gcaggectgt
ctgtgtgaca
cttggggttg
cagctgtatg
ctgccaggge
ctggcagtga
cctttectgg
cagtatccct
ctgetgetge
gggcagctag
ttcaaggaca
cgccacctgg
agggtgtttt
gaagcetggg
gtgctgggeg
tatgceecggyg
aatcagetcet
ttctecatga
caccagctcce
cttttggage
gacaacagag
tggaccttca
accaaaatcc
tgtcttgaag
ccctgtgggg
aaagaagagt
gctttgegtg
ctgcettggga
gggggccegec
ggcttetttg
ggtttcacca
aagttttcca
ctgtttgtga
tggaccccac
acagagacca
agtgectttg
tgtgtcacct
agcgtctacg
agcageggct
ctcaacagca
acctga

<210> 9
<211> 2559
<212> DNA

gcacggctceg
atagcacgga
tceceteteea
ggtcttgtag
aggagataaa
atgtgtgtte
aacaccacat
ttgggcctga
tgcccatgat
ctttecctgeg
agaagttcgg
gggtgcaggce
tcatgecectt
cccaggeegg
tcgagteccgt
ccctetecag
tggccatcca
cagacaagaa
gcagagaatg
gttctgecta
tgggctgtge
agatccacaa
atceeccteag
cggtcctegg
agtggcacgg
ggcaccagcg
ctgggacctt
gggcacctga
agcacacctce
ctgctggecet
tgtgetttet
gggaacccac
tettectgte
ccaaggtacce
tgatcagcte
tgcctgcetag
actccctggyg
cctgcagcecta
tecagectget
acggcaagta
tcggtgggta
cagagcactt

cctggtegge
gtcttctect
ttctggctgt
cttecaatgag
caactccacg
tgactctgee
agagctccaa
cagcaccaac
tagctatgeg
caccatccecce
gtggacctgg
actggagaac
ctectgeccag
ggccaccgtce
ggtgctgacc
gcacatcact
gaagagggct
ggceccctagg
ccaagcettte
caacgcatac
ctetggaget
ggtgcattte
tagctataac
ttccteccaca
aaaggacaac
agtggttacg
cctcaacaag
gggaagccag
ttgggtgetg
gtttgectgg
tatgetgggce
aaggcctgcg
ctgcectgaca
tacattctac
agcggcccag
ggaataccag
cttcatactg
cctgggtaag
cttcaacttce
cctgectgeg
ttttetgect
ccaggectce

<213> Artificial Sequence

<220>

ctgcagette
gacttcacce
ctgcaggtga
catggectacce
gecetgetge
aatgtgtatg
ggagaccttc
cgtgetgeca
geccageageg
aatgacaagt
atctetcetgg
caggccactg
gtgggcgatg
gtggttgttt
aacctgactg
ggggtgceeg
gtcectggee
ccttgceccaca
atggcacaca
cgggetgtgt
tgttecaggg
cttctacaca
ataattgecet
tggtetccag
caggtgeccta
ggtttccate
agtgacctct
acctgettcee
ctggcageta
cacctagaca
tccctggeag
tgcttgetac
gttcgeteat
cacgcectggg
ctgcttatcect
cgcttecece
gcettectet
gacttgcecag
gtgtcctgga
gccaacatga
aagtgctacg
attcaggact

tcattteetg
teeccggaga
ggcacagacc
acctctteca
ccaacatcac
ccacgetgag
tccactattce
ccacageccgce
agacgctcag
accaggtgga
ttggcagcag
gtcaggggat
agaggatgca
ttteccagecy
gcaaggtgtyg
ggatccagcg
tgaaggcegtt
agggctccetg
cgatgcccaa
atgeggtggce
geccgagtcta
aggacactgt
gggactggaa
ttcagctaaa
agtctgtgtg
actgctgett
acagatgcca
cgegecactgt
acacgctgcet
ccectgtggt
caggtagtgg
gccaggccct
tccaactaat
tccaaaacca
gktctaacttyg
atctggtgat
acaatggect
agaactacaa
tcgeecttett

tggetggget
tgatectetg

acacgaggeg

<223> Description of Artificial Sequence; note =
synthetic construct

11

PCT/US2004/025459
ctgctgggece 60
ttacctectg 120
cgaggtgace 180
ggctatgcgg 240
cctggggtac 300
agtgctctce 360
ccectacggtyg 420
cctgetgage 480
cgtgaagcgyg 540
gaccatggatg 600
tgacgactat 660
ctgcattgcet 720
gtgectecatg 780
gcagttggee 840
ggtegeetea 900
cattgggatg 960
tgaagaagcc 1020
gtgcagcagc 1080
gctcaaagcce 1140
ccatggcctce 1200
cccetggeag 1260
ggcgtttaat 1320
tggacccaag 1380
cataaatgag 1440
tteccagcgac 1500
tgagtgtgtg 1560
gccttgtggg 1620
ggtgtttttg 1680
gctgetgetg 1740
gaggtcagca 1800
cagcctctat 1860
ctttgecectt 1920
catcatctte 1280
cggtgcetgge 20490
gctggtggtyg 2100
gcttgagtge 2160
cctetecate 2220
cgaggecaaa 2280
caccacggcece 2340
gagcagectg 2400
ccgeccagac 2460
ctgeggetee 2520

2526

|63
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<400> 9

atgetgggcec
gceccattgt
ttecceetgg
gtgtgcacca
gaggagatca
gatacgtgct
ggcageegceg
gtcatecgggce
ctcatgcccc
cecteettet
ctgecaggagt
cagggectga
ggcectggtge
caccaggtga
cacgcectet
gaggcctgge
gtgettgget
cacctggccce
ctggaggadg
gtgagcgecag
gcccaggecce
gtgaagceet
ccgetgeggt
tggcagggct
gagcgecetga
cggcagtgece
tgtgtggact
tgtggccagg
ttcectggeat
ggccttgtge
gcctcggggy
gtcctectgt
cacctececge
gagtcagaac
gcetggetyg
gtggccttec
cactgcegea
gectttetet
gccegtggee
ctectggcca
tgtgtcetgg
ccagggcetcea
aatgacggga

<210> 10
<211> 2518
<212> DNA

ctgctgtect
gcctgtcaca
gcgaggeega
ggttctecte
acaacaagtc
cggageetgt
acatecgccgce
cccactegte
aggtcagcta
tecgeaccgt
tcggcetggaa
gcatcttcte
cgetgeceeg
accagagcag
tcaactacag
tgacctctga
tcctecagag
tggecacega
acgtggtggy
ggctaaatca
tgcacaacac
ggcagctect
tcgacagecag
cagtgcccag
agatcecgctg
aggagggcea
gcgaggcggy
atgagtggtc
ggggcgagee
tggctgettt
ggccectgge
teccetggceca
tcacgggctg
tgcctetgag
tggtgectget
cgccggaggt
cacgctectyg
gcttectggg
tcacctttge
atgtgcaggt
gcatecectgge
acacccecga
acacaggaaa

gggcctcage
gcaacttagg
ggaggctgge
aaacggccetg
ggatctgetg
ggtggcecatg
ctactgecaac
agagectcgcec
cggtgctagce
gcccagegac
ctgggtggece
ggccctggee
tgccgatgac
cgtgcaggtg
catcagcagce
cctggtecatyg
gggtgcecag
ccecggectte
ccagegetge
ccaccagacyg
tecttcagtge
ggagaacatg
cggaaacgtyg
gcteccacgac
gcacacgtet
ggtgcgcegy
cagctaccgg
cceggagega
ggetgtgcetg
ggggctgttce
ctgectttgge
gcccagcecct
cctgagcaca
ctgggcagac
ggccatgctg
ggtgacggac
ggtcagctte
cactttecctg
catgctggce
ggtcctecagyg
tgecttecac
gttcttectg
tcaggggaaa

<213> Artificial Sequence

<220>

ctetgggcte
atgaaggggg
cteccgeagec
ctetgggcac
ceccgggcetge
aagcccagcec
tacacgcagt
atggtcacceg
atggagctgce
cgtgtgcage
gececctgggea
gecggeacgedg
tcgeggetgyg
gtgetgetgt
aggctetege
gggctgeeeg
ctgcacgagt
tgectetgece
ccgecagtgtyg
ttctetgtet
aacgcctcag
tacaacctga
gacatggagt
gtgggcaggt
gacaaccaga
gtcaaggggt
caaaacccag
agcacacgct
ctgctgetee
gttcaccatce
ctggtgtgcce
gccegatgcec
ctcttectge
cggctgagtg
gtggaggtcg
tggcacatge
ggcctagege
gtgcggagee
tacttecatca
cecgeegtgc
ctgceccaggt

ggagggggcc
catgagtga

tcctgeaccee
actacgtget
ggacacggcec
tggcecatgaa
gectgggeta
tecatgttect
accageccccg
gcaagttett
tgagcgeecg
tgacggecege
gcgacgacga
gcatctgeat
ggaaggtgca
tcgectecegt
ccaaggtgtyg
gcatggccca
tcececccagta
tgggcgagag
actgcatcac
acgcagcetgt
gctgceecge
ccttecacgt
acgacctgaa
tcaacggcag
agcecgtgte
tececactcectg
acgacatcge
gcttecgecg
tgetgctgag
gggacagcce
tgggectggt
tggcccagcea
aggcggecga
getgectgeg
cactgtgcac
tgcccacgga
acgccaccaa
agcegggetyg
cctgggtcete
agatgggcgce
gttacctgcet
ctggggatge

<223> Description of Artificial Sequence; note =
synthetic construct

<400> 10

atggggccca gggcaaagac catctgcect
ccggctgaga actcggactt ctacctge

12

PCT/US2004/025459
tgggacgggg 60
gggggggctg 120
cagcagccct 180
aatggecegtg 240
cgacctettt 300
ggccaaggca 360
tgtgctggct 420
cagcttcecttce 480
ggagacctte 540
cgcggagetg 600
gtacggecgyg 660
cgcgeacgag 720
ggacgtcetg 780
gcacgecgcce 840
ggtggccagce 900
gatgggcacyg 960
cgtgaagacg 1020
ggagcagggt 1080
gctgcagaac 1140
gtatagegtg 1200
gcaggaccec 1260
gggegggcetg 1320
getgtgggtyg 1380
cctecaggaca 1440
ceggtgeteg 1500
ctgctacgac 1560
ctgcaccttt 1620
caggtctegg 1680
cctggcgetyg 1740
actggttcag 1800
ctgectcage 1860
gececettgtee 1920
gatcttegtg 1980
ggggecctgg 2040.
ctggtacctg 2100
ggcgetggtg 2160
tgccacgctg 2220
ctacaaccgt 2280
ctttgtgece 2340
cctectgete 2400
catgcggcag 2460
ccaaggecag 2520

2559

ce ctgttettee teetatgggt cctggetgag
ct ggggattacc tcctgggtgg cctettetee

60
120

166
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ctccatgeca
gagtatgaag
gagatcaaca
gtgtgctaca
ctcettecca
cctgacaact
agatcaccta
tgcgtaccac
tccgetggaa
gctgettgge
cacactgcag
ggacaagctg
gtaccacttce
cgagtcctgyg
cttecetggge
gggcccacag
ggagtgcgac
ggagcgtgtc
ccteectegge
tgaggagatc
aggggacgtg
cttecagage
cteetggeac
agggcaaaag
tcceggeace
cgagtggtcee
gcatgaggca
ggccatcctg
cccecatgtge
cgtggggceg
cacaatttgce
ggecagecge
tatggcattt
cctcagteec
ccccaactac
gggtttcage
catcacccte
tgcctacage
ggccatcage
caacacgcee

<210> 11
<211> 2577
<212> DNA

acatgaaggg
tgaaggtgat
atgacagcag
tctecaacaa
tccaagagga
ccgagtetgt
cagegcecatce
acccagcgcee
ctggatcatt
gagegegtgyg
cccaaccaga
cagcagagca
ttcaatgagg
gccatecgace
atcaccatcc
getgggecgce
aactgcctga
gtctacagceg
tgtgacaaaa
tggaaggtca
gctctgeact
gtcgecctect
accgtcaaca
aagaagcctg
ttectcaacce
taccagagtg
cccaccatcg
gtgatattct
ttcetgatge
cccaaggtcet
atctcctgta
ttcecacgcg
atcacggtac
accacccgta
cgcaacagcce
ttecgectaca
agcatgacct
ggggtgctgg
ctgggctact
gcctacttea

cattgttcac
aggctacaac
cctgetgect
tgtccagcecg
ctacagtaac
catgactgtg
agcgatgagce
gaccaccacg
gtgctggtga
ccecggegega
acatgacgtc
cagcgcgegt
tgctgecgeca
cggtectgea
agagcgtgcee
caccccteag
acgccacctt
tgtactctgce

gcacctgcac

acttcactct
tggagattgt
actaccccct
acacgatccce
tgggcatcca
acactgaaga
agacctcctg
ctgtggeect
ggaggcactt
tgacactgct
ccacctgect
tcgeegtgeg
cctacagcta
tcaaaatggt
ctgaccecega
tgctgttcaa
tgggcaaaga
tctatttcac
tcaccatcegt
tcggceccaa
acagcatgat

<213> Artificial Sequence

<220>

cttaacttece
ctecatgeagy
ggtgtgctge
gtgectctact
tacatttccce
gccaattcct
tgcgagacaa
tcgaggecat
gcagcgacac
catctgcatc
agaggagcgce
cgtggtegtg
gaacttcacg
caacctcacg
catcecgggce
caggaccagce
gteccttcaac
ggtctatgct
caagagggtyg
cctggaccac
ccagtggcaa
gcagcgacag
tatgtccatg
cgtetgetge
tgaatatgaa
cttcaagcgg
getggecgee
ccagacaccece
gctggtggea
ctgecgecag
ttctttcecag
ctgggtcege
cattgtggta
tgaccccaayg
caccagectg
gectgccecace
ctcatccgte
ggacctcttg
gtgctacatg
ccagggctac

tgcaggtgcee
ccatgegcett
tgggctatga
tectggecaca
gtgtggtgge
ctcectattt
ggtgecgette
ggtgcagcetg
ctatggcege
gccttccagg
cagegectgg
ttetcgeceg
ggcgeegtgt
gagctgggcec
ttcagtgagt
cagagctata
accattctca
gtggcccatg
gtctaccect
caaatcttct
tgggaccgga
ctgaagaaca
tgttccaaga
ttcgagtgca
tgccaggect
cagctggtcet
ctgggettee
atagttecgect
tacatggtgg
gccetettte
atcgtetgceg
taccagggge
attggcatge
atcacaattg
gacctgetge
aactacaacg
tcectetgea
gtecactgtgce
atcctettet
accatgagga

<223> Description of Artificial Sequence; note =
synthetic construct

<400> 11

atgcecgggtt
tcectetttgt
ttteccecectgg
ctatgtacca
gaggagatca
gacacatgcet

tggetatcett
gtctgtcaca
gcacaactga
ggttctcgee
acaatggatc
cagagccagt

gggccteagt
gcaattcaag
ggaggccact
ccttggtttg
tgccttgete
ggtcaccatg

ctggctgctt
gcacaagggg
ctcaaccaga
ttcctggeca
cctgggetge
aagcccagee

13

tecctggaget
actatatatt
gaacacagcec
tggctatgaa
gactgggcta

tcatgttcat™

PCT/US2004/025459
catgtgcaag 180
cgeggtggag 240
gatcgtggat 300
¢cgaggacaac 360
tgtecattgge 420
ctecttecac 480
cecggettige 540
atgctgeact 600
gacaatggca 660
agacgctgcce 720
tgaccattgt 780
acctgaccct 840
ggatcgecetce 900
acttgggcac 260
tccgegagtg 1020
cctgcaacca 1080
ggctcetetgg 1140
ccctgecacag 1200
ggcagctgcet 1260
tcgaceccgea 1320
gccagaatcce 1380
tccaagacat 1440
ggtgccagtce 1500
tegactgect 1560
gcccgaataa 1620
tcectggaatg 1680
teagecacect 1740
cggetggggy 1800
tcceggtgta 1860
ccectetgett 1920
ccttcaagat 1980
cetacgtete 2040
tggccacggg 2100
tctectgtaa 2160
tctcagtggt 2220
aggccaagtt 2280
cctteatgte 2340
tcaacctect 2400
accecggageg 2460
gggactag 2518
tgggatgggg 60
gggtggacta 120
caacggceatce 180
gatggctgta 240
tgacctgttt 300
ggccaaggtg 360

161
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ggaagtcaaa
gtecattggte
ctcatgeccac
ccatccttet
ttgcagaatt
gaaggtctga
ggectggtge
cgeccaagtga
tactcccttt
gagtcctgge
gttcttgggt
cgeettgeee
gaggagcgceg
tcatctggge
tatgcagctg
cattgccecaca

agtttcegtg

tatgacctga
ttcaacggca
gtctcecagt
tcetgetget
ttcacctgta
cctecgecagge
ctttgectgyg
agccctettg
ctcttetgee
caacaaccaa
gccgagatct
ctteggggec
tgtgecetggt
acggaggtac
accaatgcag
ggtegetata
gtctcttttg
ggtgctatect
gtacttctgt
gaagcatcag

<210> 12

<211l> 137

<212> PRT

gcattgetge
cccactecate
aggtcagcta
tcegecacagt
tcagctggaa
gcatctttte
cacaacatga
accaaagcaa
ttagectacag
tgacctctga
ttctgcageg
tagetgetga
tgatggggec
tgatgcagaa
tgtacagtgt
catcagagcec
ctecgagactt
agatgtgggt
cccttecaget
gctceccggca
atgactgtgt
ctccatgtgg
ccaagtttct
tgctgggect
ttcaggectce
tcagtgtecct
tggcteacct
ttgtggagte
cctgggcttg
acttgatggc
tggaacactyg
tgttagettt
accgtgeeeg
tgcceetect
tattctgtge
ggctgccaga
atgggaatag

ctactgcaac
agagcttgce
tagtgccage
gcccagtgac
ctgggtggct
tggtectggee
cactagtggc
agtacaggtg
catcetteat
cctggtcatg
cggtgcecta
cccaacattce
acgctgttca
cctatecagcet
ggctcaggcee
tgttecaacce
gacactgeag
gtggcagage
gcagcactcg
gtgcaaagat
ggactgcaag
caaggatcag
ggettgggag
gacactggct
aggtgggtcea
tctgttceca
ccetctecaca
tgagctgcca
gctggtggta
ttteccteca
ccgcatgegt
cctctgettt
tggecteace
ggctaatgtg
cctgggcatc
gctcaacacce
tggtagtagt

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial
synthetic construct

<400> 12

Pro Ser Pro

1

@ly Cys Phe

Leu Leu Leu

35

Leu Pro Lys

50

Leu Leu Ile

Phe Arg Asp Ile Val

5

Met Asn Leu Lys Thr

20

Cys Leu Leu Cys Phe

40

Asn Tyr Asn Glu Ala

55

Leu Thr Trp Ile Ile

tacacacagt
ctecattacag
atggatcgge
cgggtgcage
gccttaggta
aactcacgag
caacaattgg
gtggtgetgt
gaccteteac
acacttccea
ctgcctgaat
tgtgecctcece
caatgtgact
gggcagttge
cttcacaaca
tggcagctee
tttgatgcca
cctacacctg
aaaatgtatt
ggccaggtge
gcagggagct
tggtccceag
gagccagetg
gecetgggge
ctgttectget
ggacgaccac
ggctgecectga
ctgagttggg
ctgectggeca
gaggtggtga
tcctgggtea
ctgggcactt
ttegecatge
-caggtggect
ctggccacct
caggagttet
gaggcaactc

accaaccccg
gcaagttett
taagtgaccg
tgcaggecegt
gtgatgatga
gtatctgcat
gcaaggtggt
ttgcatctge
ccaaggtatg
atattgcceccg
tttececatta
tgaaagctga
acatcatgct
accaccaaat
cectgeagtyg
tggagaacat
aagggagtgt
tactacatac
ggccaggcaa
gcagagtaaa
accggaagca
aaaaaagcac
tgctgtcact
tctttgtcca
ttggectgat
gctetgecag
gcacactctt
caaactggct
ctcttgtgga
cagattggca
gcctgggett
tcctggtaca
tagcttattt
accagecage
tccacctgece
tcctgggaag
ggggacacag

Sequence; note =

Ser Tyr Pro
10

Ser Ser Vval

25

Ile Phe Ser

Lys Ala Ile

Phe Thr Thr

14

PCT/US2004/025459
tgtgetgget 420
cagettette 480
ggaaacattt 540
tgtgacactg 600
ctatggecgg 660
tgcacacgag 720
ggatgtgcta 780
ccgtgetgte 840
ggtggccagt 900
tgtgggcact 960
tgtggagact 1020
gttggatetg 1080
acagaacctg 1140
atttgecaacc 1200
caatgtctca 1260
gtacaatatg 1320
agacatggaa 1380
tgtaggcace 1440
ccaggtgeca 1500
gggctttcat 1560
tccagatgac 1620
aacctgctta 1680
tctcetgetg 1740
ctactgggac 1800
ctgectagge 1860
ctgecettgece 1920
cctgeaagea 1980
ctgecagctac 2040
ggctgecacta 2100
ggtgctgece 2160
ggtgcacatc 2220
gagccagcct 2280
catcatctgg 2340
tgtgecagatg 2400
caaatgctat 2460
gagccccaag 2520
tgaatga 2577

Asp Lys Ile Ile Leu

15

Ser Phe Val Leu Leu

30

Tyr Met Gly Lys Asp

45

Thr Phe Cys Leu Leu

60

Ala Sexr Leu Leu Tyr

169
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65

70

Gln Gly Lys Tyr Ile His Ser

85

Ile Tyr Ser Phe Leu Leu TIrp

100

Tle Phe Gln Pro Gln Lys Asn

115

@ln Asp Tyr Thr Lys Thr Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

130

<220>

<223>

<400> 13

Phe
1
Met
Phe
Met
Arg
65
Arg
Ser
Ser
Ile
Phe
145
Gly
Cys
Met
Leu
Tyr

225
Leu

13

242
PRT
Artificial Sequence

135

synthetic construct

Ala
Cys
Phe
Pro
50
Ser
Val
Met
Asn
Ile
130
Leu
Lys
Leu
Leu
Ser

210
Ile

Ser

val
Phe
Tyxr
35

Phe
Phe
His
Thr
Pro
115
Leu
Leu
Asp
Leu
Tyx
195

Ser

Ile

<210> 14
<211> 165
<212> PRT

Asn
Leu
20

Phe
Leu
Gln
Ser
Phe
100
Pro
Gly
Leu
Leu
Leu
180
His
Ala

Ile

TyE
5
Ile
Glu

Leu

Ile

Trp
85

val
Leu
Cys
Leu
Pro
165
Leu
Gly
Tyr

Phe

Asn
Leu
Arg
Phe

val
70
Trp

Leu
Pro
Asp
Leu
150
Lys
Ile
Lys
Cys
Gln

230

Thr
Gly
Pro

Tyr
55

Ile
Met
Gln
TyT

val
135
Cys

Asn
Leu
Tyx
Phe

215
Pro

Leu

TYyx

Thy
120
Ser

Description of Artificial

Pro

Thr
40

Ala
Ile
Lys
Ala
Xaa
120
Asn
Ile
Tyxr
Thr
Tle
200

Leu

His

75
Asn Ala Leu Ala Val
90

Phe Leu Pro Lys Cys

105

@ln Lys Tyr Phe Gln
125

Gln

Sequence; note =

val Val Arg Ser Ala
10
Leu Ser Leu Cys Ser
25
@lu Ala Phe Cys Ile
45
val Cys Leu Ala Cys
60
Phe Lys Ile Ala RAla
75
Tyr His Gly Gln Txp
90
val val Ile Vval Ile
105
Xaa Phe Val Ser Tyr
125
Leu Asn Met Ala Ser
140
Leu Cys Phe Thxr Phe
155
Asn Glu Ala Lys Ala
170
Trp Ile Ile Phe Ala
185
His Thr Leu Asn Ala
205
Leu Trp Tyr Phe Leu
220
Lys Asn Thr Gln Lys

235

15

Leu
Tyr

110
Gly

Gly
Ile
30

Leu
Phe
Lys
Leu
Gly
110
Pro
Thr
Ser
Ile
Thr
190

Leu

Pro

Tyr

PCT/US2004/025459

80
Ser Ser
95
Ile Ile

Leu Ile

Gly Pro
15

Ser Vval
Arg Phe
Ala Val
Phe Pro

80

val Ile
95

Phe Ser
Agp Lys
Ser Phe

Tyr Met
160
Thr Phe
175
Ala Phe
Ala Val
Lys Cys
Phe Gln

240

161
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<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence; note =
synthetic construct

<400> 14
Lys Lys Gln Gly Pro Glu Val Asp Ile Phe Ile Val Ser Val Thr Ile
1 5 10 15
Leu Cys Ile Sexr Val Leu Gly Val Ala Val Gly Pro Pro Glu Pro Ser
20 25 30
Gln Asp Leu Asp Phe Tyr Met Asp Ser Ile Val Leu Glu Cys Ser Asn
35 40 45
Thr Leu Ser Pro Gly Ser Phe Ile Glu Leu Cys Tyr Val Cys Val Leu
50 55 60

Ser Val Leu Cys Phe Phe Phe Ser Tyr Met Gly Lys Asp Leu Pro Ala

65 70 75 80

Asn Tyr Asn Glu Ala Lys Cys Val Thr Phe Ser Leu Met Val Tyr Met

85 20 95
Ile Ser Trp Ile Ser Phe Phe Thr Val Tyr Leu Ile Ser Arg Gly Pro
100 105 110
Phe Thr Val Ala Ala Tyr Val Cys Ala Thr Leu Val Ser Val Leu Ala
115 120 125
Phe Phe Gly Gly Tyr Phe Leu Pro Lys Ile Tyr Ile Ile Val Leu Lys
130 135 140

Pro Gln Met Asn Thr Thr Ala His Phe Gln Asn Cys Ile Gln Met Tyr
~ . 145 150 155 160

Thr Met Ser Lys Gln ' :

165

<210> 15 )
<211> 236 :
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence; note =
synthetic construct

<400> 15 :
Ala Pro Lys Ser Ser Gln Arg Xaa Leu Arg Arg Thr Arg Leu Xaa Leu
1 S 10 15

Glu Trp Asp His Pro Met Ser Val Ala Leu Leu Phe Phe Leu Val Cys
20 25 30 .

Cys Leu Leu Met Thr Ser Ser Ser Ala Val Ile Leu Leu Leu Asn Ile

35 40 45
Asn Thr Pro Val Ala Lys Ser Ala Gly Gly Xaa Thr Cys Xaa Leu Lys

50 55 60
,.' Leu Ala Ala Leu Thr Ala Ala Ala Met Ser Ser Xaa Cys His Phe Gly
65 70 75 80
Gln Pro Ser Pro Leu Ala Ser Lys Leu Lys Gln Pro Gln Phe Thr Phe
85 S0 95
Ser Phe Thr Val Cys Leu Ala Cys Asn Arg Cys Ala Leu Ala Thr Gly
100 - 105 ' 110
His Leu His Phe Xaa Ile Arg Val Ala Leu Pro Pro Ala Tyr Asn Xaa
115 120 125

Trp Ala Lys Asn His Gly Pro Xaa Ala Thr Ile Phe Ile Ala Ser Ala

16



WO 2005/015158

Ala
145
Pro
Ser
Leu

Pro

Asn
225

<210>
<211>
<212>
<213>

130
Ile

Ser
Asn
Leu
Ala

210
Xaa

<220>

<223>

16

838
PRT
artificial Sequence

Leu
Gln
Thr
Ser
135

Asn

Ile

Cys
Asx
Leu

180
Ala

Tyr

Ser

Val
Leu
165
Ser
val

Asn

Trp

Leu
150
Asx
Pro
Cys
Glu

Ile
230

135
Cys

Phe
Gly
Phe
Ala

215
Ser

synthetic construct

<400> 16

Met
1
val
Tyxr
Val
Lys
65
Glu
_Glu
Tyr
Ser
Glu
145
Gln
Phe
Ala
Leu
Glu
225

Pro

Leu

Gly
Leu
Leu
His
50

val
Ile
Ile
Phe
Asn
130
Ser
Ile
Pro
Met
val
210
Arg

Thr

val

Pro
Ala
Leu
35

Leu
Ile
Asn

val

Leu
115

Tyr
val
Thx
Ala
val
195
Ser
val

Leu

Thr

Arg
Glu
20

Gly
Asn
Gly
Asn
Asp
100
Ala
Ile
Met
Tyx
Leu
180
Gln
Ser
Ala
Gln

Ile

Ala
5
Pxro
Gly
Phe
VY
Asp
85
Val
His
Ser
Thr
Ser
165
Leu
Leuy,
Asp
Arg
Pro

245
val

Lys-

Ala
Leu
Leu
Asn
70

Ser
Cys
Glu
Arg
val
150
Ala
Arg
Met
Thr
Arg
230

Asn

Asp

Thr
Glu
Phe
Gln
55
Leu
Ser
™yr
Asp
val
135
Ala
Ile
Thr
Leu
Tyr
215
Asp

Gln

Lys

Leu
Xaa
Ser
vVal
200
Lys

Phe

Description of Artificial

Ile
Asn
Sexr
49

Vval
Met
Leu
Ile
Asn
120
val
Asn
Ser
Thr
His
200
Gly
Ile
Asn

Leu

Arg
Thr
Phe
185
Phe
Cys

Phe

val
Asn
170
val
Ser

val

Thr

Ala
155
Ser
Glu
Xaa
Thr
val
235

140
val Gly

Ile Xaa
Leu Cys

Met Gly
205

Phe Ser

220

Tyxr

Sequence; note =

Cys
Ser
25

Leu
Pro
Gln
Leu
Ser
105
Leu
Ala
Phe
BAsp
Pro
185
Phe
Arg
Cys
Met

Gln

Ala
Pro
90

Asn
Leu
val
Leu
Glu
170
Sex
Arg
Asp
Ile
Thr

250
Gln

Leu
Phe

Ala

Met
75

Gly
Asn
Pro
Ile
Ser
158
Leu
Ala
Trp
Asn
Ala
235

Ser

Ser

17

Phe Phe
Tyr Leu

Asn Met
45

Lys Glu

60

Arg Phe

Vval Leu
Val Gln
Ile Gln
125
Gly Pro
140
Leu Phe
Arg Asp
Asp His
Asn Trp
205
Gly Gln
220
Phe Gln
Glu Glu

Thr Ala

Pro
Leu
Asn.
190
Lys

Leu

Leu
Pro
30

Lys
Tyr
Ala
Leu
Pro
110
Glu
Asp
Leu
Lys
His
190
Ile
Leu
Glu

Arg

Arg

PCT/US2004/025459

Pro
Xaa
175
Val

Asx

Met

Leu
15

Gly
Gly
Glu
val
Gly
95

Val
Asp
Asn
Leu
val
175
Vval
Ile
Leu
Thr
Gln

255
val

Gln
160
Xaa
Ser

Leu

Val

Trp
Asp
Ile
val

Glu
80

Tyr
Leu
TyY
Ser
Pro
160
Arg
Glu
Val
Gly
Leu
240

Arg

Val

K
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Val
Leu
Ala
305
Thr
Glu

Thr

val
385
Ser
Pro
Asp
Glu
Val
465
Ile
Lys
Cys
Thr
Tyr
545
His
Phe
Pro
Pro
Thr
625
Ser
Vval
Arg

val

Gly

B =

val
Arg
290
Ile
Phe
Phe
Ser

Thr
370

Tyx
Leu
Trp
His
Ile
450
Ala
Ser
Arg
Cys
Glu
530
Gln
Glu
Ser
Met
Leu
610
val

Ile

Phe

Tyr

Ala

690
Arg

Phe
275
Gln
Asp
Leu

Arg

Gln
355

Leu
Ser
Leu
Gln
Gln
435
Val
Ser
Trp
Cys
Phe
515
Asp
Ser
val
Thr
val
595
Leu
Phe
Cys
Lys
His
675

Leu

Thr

260
Ser

Asn
Pro
Gly
Glu
340
Ser
Ser
Vval
Gly
Leu
420
Ile
Gln
TyY
His
Gln
500
Glu
Glu
Glu
Pro
Leu
580
Arg
Leu
Ser
Leu
Met
660
Gly

val

Asp

Pro
Phe
Val

Ile
325

Trp

Tyr

Phe

TYY
Cys
405
Leu
Phe
Trp

Tyr

"Thr

485
Ser

Ccys

Tyx
Thx
Thr
565
Ala
Sexr
Ala
Cys
Sex
645
Ala
Pro

Val

Pro

Asp
Thr
Leu
310
Thr

Gly

Thr

Asn
Sexr
390
Asp
Glu
Phe
Gln
Pro
470
Val
Gly
Ile
Glu
Serx
550
Ile
Ile
aAla
Phe
Phe
630
Cys
Arg

TyTY

Gly

Asp

Leu
Gly
295
His
Ile
Pro
Cys
Thr
375
Ala
Lys
Glu
Asp
Trp
455
Leu
Asn
Gln
Asp
Cys
535
Cys
Val
Leu
Gly
Gly
615
Cys
Ile
Arg
val
Asn

695
Asp

Thr
280
Ala
Asn
Gln

Gln

Asn
360

Ile
Val
Ser
Ile
Pro
440
Asp
Gln
Asn
Lys
Cys
520
Gln
Phe
val
Phe
Gly
600
Met
Arg
Thr
Leu
Phe
680

Met

Pro

265
Leu

val
Leu
Ser
Ala

345
Gln

Leu

Thr
Trp
425
Gln
Arg
Arg
Thr
Lys
505
Leu
Ala
Lys
Ala
Ile
585
Pro
Val
Gln
Val
Pro
665
val

Leu

Asn

Tyr
Trp
Thr
Val
330
Gly

Glu

Arg
Ala

Cys
410
Lys
Gly
Ser
Gln
Ile
490
Lys

Pro

Arg
Ile
570
Phe
Met
Pro
Ala
Arg
650
Ser
Ala
Ala

Ile

His
Ile
Glu
315
Pro

Pro

Cys

Leu
val
395
Thr
Val
Asp
Gln
Leu
475
Pro
Pro
Gly
Pro
Gln

555
Leu

Trp
Cys
Val
Phe
635
Sex
Ala
Phe
Thr

Met

18

Phe
Ala
300
Leu
Ile
Pro
Asp
Ser
380
Ala
Lys
Asn
Val
Asn
460
Lys
Met
Val
Thr
Asn
540
Leu
Ala
Arg
Phe
Tyr
620
Phe
Phe
Tyx
Ile
Thr

700
Ile

pPhe
285
ser
Gly
Pro

Pro

Asn
365

Gly

Arg
Phe
4la
445
Pro
Asn
Ser
Gly
Phe
525
Asn
val
Ala
His
Leu
605
Val
Thr
Gln
Ser
685

Ile

Leu

270
Asn

Glu
His
Gly
Leu
350
Cys
Glu
Ala
val
Thr
430
Leu
Phe
Ile
Met
Ile
510
Leu
Glu
Phe
Leu
Phe
590
Met
Gly
Val
Ile
Phe
670
Ala

Asn

Ser

PCT/US2004/025459

Glu
Ser
Leu
The
335

Ser

Leu

Arg
Leu
val
415
Leu
His
Gln
Gln
Cys
495
His
Asn
Trp
Leu
Gly
575
Gln
Leu
2ro
Cys

Val
655

Trp
Ile
Pro

cys

val

Trp
Gly
320
Ser

Axg

Asn

Val
His
400
TYyxX
L.eu
Leu
Ser
Asp

480
Ser

Ser
Glu
560
Phe
Thr
val
Pro
Phe
640
Cys
Met
Lys

Ile

His

N L
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705
Pro

Leu
Thr
Phe
Val

785
Ala

Tyr

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

Asn

Ser

Asn

Thr
770
Leu
Ile

Pro

Thx

<220>

<223>

<400> 17

17

844
PRT
Artificial Seqguence

Tyr
val

Tyr
755
Ser
Val
Gly
Glu

Met
835

Arg
Leu
740
Asn
Ser
Thr
Leu
Arg

820
Arg

Asn
725
Gly
Glu
Ile
Ile
Gly
805

Asn

Lys

710
Gly Leu

Phe Ser
Ala Lys
Ser Leu
775
Met Asp
790
Tyr Phe
Thr Ser

Ser

synthetic construct

Met Gly Pro Gln

1

val Leu Pro

Ala
Lys
Phe
65

Ala
Leu
Pro
Lys
Asp

145
Leu

Gly
Ser
50

Thr
val
Gly
Gly
Asp
130
Asn
Ile
Arg
Ile
val

210
Leu

Asp
35

Ile
Met
Glu
Tyr
Leu
115
Tyx
Ser
Pro
His
Glu
195
val

Ser

Lys
20

Tyr
Ser
Lys
Glu

Glu
100
Tyx

Ser
Glu
Gln
Phe
180
Ala

Leu

Gln

Ala
5
Pro
Leu
His
Val
Ile
85
Met
Phe
Gln
Ser
Ile
165
Pro
Met
vVal

Arg

Arg Thr
Gly Lys
Leu Gly

Leu Ser
55

Leu Gly

70

Asn Asn

Val Asp
Leu. Ala
Tyr Met
135
Ala Ile
150
Thr Tyr
Ser Met
val Gln
Ser Asp

215
Leu Thr

Leu
Phe
Phe
760
Cys
Leu

Gly

aAla

Description of Artificial

Leu
Leu

Gly
40

Tvr
Tyr
Cys
val
Gln
120
Pro
Thr
Ser
Leu
Leu
200

Asp

Lys

Phe
Ala
745
Ile
Thr
Leu

Pro

Tyr
825

Sequence; note

Cys
val
25

Leu
Leu
Asn
Ser
Cys
105
Asp
His
Val
Ala
Arg
185
Met
Asp

Thr

Asn
730
Tyr
Thr
Phe
val
Lys

810
Phe

Leu
10

Glu
Phe
Gln
Leu
Ser
90

Tyr
Asp
val
Ser
Ile
170
Thr
val
TyXx

Serx

715
Thr

Met
Leu
Met

Thr

. 795

Cys

Asn

Leu
Asn
Thr
val
Met
75

Leu
Leu
Asp
val
Asn
155
Ser
val
His
Gly

Asp

19

Ser
Gly
Ser
Ser
780
val

Tyr

Ser

Ser
Ser
Leu
Pro
60

Gln
Leu
Sex
Leu
Ala
140
Ile
Asp
Pro
Phe
Arg

220
Ile

Met
Lys
Met
765
val
Leu

Met

Met

Leu
Asp
His
45

Lys
Ala
Pro
Asn
Leu
125
val
Leu
Lys
Sex
Gln
205
Glu

Cys

Asp
Glu

750
Thr

Asn
Ile

Ile
830

Leu
Phe

30
Ala

Cys
Met
Gly
Asn
110
Pro
Ile
Ser

Leu

Ala
190

Trp
Asn

Ile

PCT/US2004/025459

Leu
735
Leu
Phe
Asp
Phe
Leu

815
Gln

Leu
15

His
Asn
Asn
Arg
val
95

Ile

Ile

Ser

Ala

720
Leu

Pro
Ser
Gly
Leu
800
Phe

Gly

His
Leu
val
Glu
Phe

80
Leu

His -

Leu
Pro
Phe
160
Asp
His
Trp
His

Phe

163
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225
Gln

Glu
Ala
Phe
Sexr
305
Arg
Pro
val
Ala
Gly
385
His
Gln
Phe

Pro

Pro
465

Ty
Ser
Gly
TYY
Ser
545
Thr
Leu
Trp
Cys
Val
625
Leu

Ser

Ala

Glu

Pro
Cys
370
Glu
Ala
Lys
Thr
Met
450
Phe
Ile
Met
Leu
Leu
530
Met
Phe
Ala
Arg
Phe
610
Tyx
Phe
Phe

Tyr

val
Arg
val
275
Glu
Ser
Thr
Phe
Asn
355
Leu
Arg
Leu
Val
Leu
435
Leu
Gln
Asn
Cys
His

515
Asn

Trp
Leu
Ala
His
595
Leu
val
Pro

Gln

Sex
675

Leu
Gln
260
val
val
Trp
Gly
Ser
340
Thr

Asn

Leu
Ser
Asn
Ser
500
Pro
Arg
Ser
Glu
Leu
580
Phe
Met
Gly
Leu
Ile

660
Tyr

Pro
245
Leu
val
Leu
Ala
Thx
325
Gln
Thr
Thr
val
Arg
405
Pro
Gly
Asp
Ile
Val
485
Lys
Cys
Ser
Tyr
Trp
565
Gly
Gln
Leu
Pro
Cys
645
Val

Trp

230
Ile

Asp
val
Arg
Ile
310
Phe
Phe
Asn
Thr
Tyr

390
Leu

Trp
Asn
Ile
Ala
470
Ser
Ser
Cys
Ala
Lys
550
Trp
Phe
Thr
Thr
Pro
630
Phe

Cys

Val

Pro

Phe

Trp
295
Asp
Leu
Arg
Leu
Lys
375
Sexr
Leu
Gln
Arg
Ile
455
Ser
Trp
Cys
Phe
Asp

535
Asn

Leu
Pro
Leu
615
Lys
Thr

Ala

Glu
Ile
Ser
280
Asn
Pro
Gly
val
Arg
360
Ser
Val
Gly
Leu
Leu

440
Gln

Tyr

Gln
Glu
520
Glu
Asp
Glu
Ser
Ile
600
Leu
val
Ile

Phe

Tyr
680

Ser
Leu
265
Pro
Phe
Val
Val
Arg
345
Thr
Phe
Tyx
Cys
Leu
425
Phe
Trp
Ser
Thr
Pro
505
Cys
Phe
Ile
Ala
Thr
585
val
Leu
Ser
Cys
Lys

665
Gln

Ser
250
Asp
Glu
Thr
Leu
Thr
330
Arg
Thr
Asn
Ser
Asn
410
Arg
Phe
Gln
Pro
Pro
490
Gly
Leu
Asn
Thr
Pro
570
Leu
Arg
val
Thr
Ile
650

Met

Gly

235
Gln

Lys
Leu
Gly
His
315
Tle
Asp
Cys
Asn
Ala
395
Arg
Glu
Asp
Trp
Thr
475
Asn

Gln

Asp

Cys
555
Thr
Ala
Ser
Ala
Cys
635
Ser

Ala

Pro

20

val
Leu
Sex
Phe
300
Asn
Gln
Lys
Asn
Ile
380
val
Val
Ile
Gln
Asp
460
Ser
Asn
Met
Cys
Leu
540
Phe
Ile
Ile
Ala
Tyx
620
Leu
Cys

Sex

TyTr

Met
Arg
Leu
285
Val
Leu
Arg
Pro
Gln

365
Leu

Tyx
Arg
Trp
Gln
445
Leu
Lys
Thr
Lys
Met
525
Sexr
Gln
Ala
Leu
Gly
605
Met
Cys
Ile

Arg

val
685

Arg
Arg
270
Tyx
Trp
Thr
val
Gly
350
Asp
Ile
Ala
Cys
His
430
Gly
Ser
Arg
val
Lys

510
Pro

cys
Arg
val
Val

590
Gly

val

Arg
Ala
Phe

670
Ser

PCT/US2004/025459

Ser
255
Thr
Sex
Ile
Glu
Ser
335
Tyr
Cys
Leu
Val
Thxr
415
val
Asp
Gln
Leu
Pro
495
Ser
Gly
Pro
Arg
Ala
575
Ile
Pro
val
Gln
val
655

Pro

Met

240
Glu

Ser
Phe
Ala
Leu
320
Ile
Pro
Asp
Ser
Ala
400
Lys
Asn,
Met
Asn
Thr
480
val
val
Thr
Gly
Pro
560
Leu
Phe
Met
Pro
Ala
640
Arg

Arg

Ala

1ad
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Phe Ile Thr Val Leu Lys Met Val
690 695
Thr Gly Leu Ser Prc Thr Thr Arg
705 710
Thr Ile Val Ser Cys Asn Pro Asn
725
Thr Ser Leu Asp Leu Leu Leu Ser
740

Met Gly Lys Glu Leu Pro Thr Asn
755 760

Leu Ser Met Thr Phe Tyr Phe Thr

) 770 775

Met Ser Ala Tyr Ser Gly Val Leu

785 730

Thr Val Leu Asn Leu Leu Ala Ile

805
Cys Tyr Met Ile Leu Phe Tyr Pro
820

Asn Ser Met Ile Gln Gly Tyr Thr

835 840

<210> 18

<211> 855

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
synthetic construct

<400> 18
Met Leu Gly Pro Ala Val Leu Gly
1 5
Pro @Gly Thr Gly Ala Pro Leu Cys
20
Gly Asp Tyr Val Leu Gly Gly Leu
35 40
Ala Gly Leu Arg Ser Arg Thr Arg

50 55
Phe Ser Ser Asn Gly Leu Leu Trp
65 70
Glu Glu Ile Asn Asn Lys Ser Asp
85
Tyr Asp Leu Phe Asp Thr Cys Ser
100
Ser Leu Met Phe Leu Ala Lys Ala
115 120
Cys Asn Tyr Thr Gln Tyr Gln Pro
130 135
His Ser Ser Glu Leu Ala Met Val
145 150
Leu Met Pro Gln Val Ser Tyr Gly
165
Arg Glu Thr Phe Pro Ser Phe Phe
180

Ile
Thr
Tyr

val
745

Tyr
Ser
Val
Ser
Glu

825
Met

val
Asp
Arg
730
val
Asn
Ser
Thr
Leu
810

Arg

Arg

Val
Pro
715
Asn

Gly

Glu
val
Ile
795
Gly

Asn

Arg

Ile
700
Asp
Ser

Phe

Ala
Ser

780
Val

Tyr
Thr

Asp

Sequence; note

Leu
Leu
25

Phe

Pro

Ala
Leu
Glu
105
Gly
Arg
Thr

Ala

Arg
185

Ser
10
Ser

Pro

Ser

Leu
Leu
1]

Pro
Ser
Val
Gly
Ser

170
Thr

Leu
Gln
Leu
Ser
Ala
75

Pro
val
Arg
Leu
Lys
155

Met

vVal

21

Trp
Gln
Gly
Pro

60
Met

Gly
Val
Asp
Ala
140
Phe

Glu

Pro

Gly
Asp
Leu
Ser
Lys
765
Leu
Asp
Phe

Pro

Ala
Leu
Glu
45

val
Lys
Leu
Ala
Ille
125
val
Phe

Leu

Ser

Met
Pro
Leu

Phe
750

Phe
Cys
Leu
Gly

Ala
830

Leu

Arg

.30

Ala

Cys

Met
Arg
Met
110
Ala
Ile
Ser

Leu

Asp
190

PCT/US2004/025459

Leu
Lys
Phe
735
Ala
Ile
Thr
Leu
Pro

815
Tyr

Leu
15

Met
Glu

Thr

Ala
Leu
95

Lys
Ala
Gly
Phe
Ser

175
Arg

Ala
Ile
720
Asn

Tyx

Thr
Phe
Val
800
Lys

Phe

His
Lys
Glu
Arg
val
80

Gly
Pro
Tyr
Pro
Phe
160

Ala

Val

Iqs
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Gln
val
Ile
225
Gly
Gln
Leu
Ser
Thr

305
val

Tyr

Ala

Leu
385
Ala
Ala
Leu
Asn
Vval
465
Glu
Ser
Gly
Tyr
Glu
545
Phe
Leu
Val
Phe
Leu

625
Met

Leu
Ala
210
Phe
Leu
Asp
Phe
Ser
290
Ser
Leu
val

Leu

Cys
370
Asn
Gln
Gln
Thr
val
450
Pro
Arg
Arg
Phe
Arg
530
Trp
Leu
Leu
Hls
Cys
610
Phe

Ala

Thr
195
Ala
Sex
val
val
Ala
275
Arg
Asp
Gly
Lys
Gly
355
Pro
His
Ala
Asp
Phe
435
Asp
Arg
Leu
Cys
His
515
Gln
Ser
Glu
Cys
595
Phe

Pro

His

Ala
Leu
Ala
Pro
Leu
260
Ser
Leu
Leu
Phe
Thr
340
_leu
Gln
His
Leu
Pro
420
His
Met
Leu
Lys
Ser
500
Ser
Asn
Pro
Leu
Leu
580
Trp
Gly
Gly

Leu

Ala
Gly

Leu

Leu

245
His

val
Ser
Val
Leu
325
His
Arg
Cys
Gln
His

405
val

val

Glu

Ile
485
Arg
Cys
Pro
Glu
Ala
565
Val
Asp
Leu

Arg

Pro

Ala
Ser
Ala
230

Pro

Gln

Pro
Met
310
Gln
Leu
Glu
Asp
Thr
390
Asn
Lys
Gly
TYyxr
Asp
470
Arg
Gln
Cys
Asp
Arg
550
Trp
Leu
Ser
Ile
Pro

630
Leu

Glu
Asp
215
Ala
Arg

Val

Lys
295
Gly
Arg
Ala
Gln
Cys
375
Phe
Thr
Pro
Gly
Asp
455
Val
Txrp
Cys
Tyr
Asp
535
Sexr
Gly
Gly

Pro

Cys
615
Axg

Thr

Leu
200
Asp

Ala.

Ala
Asn
Ala
280
val
Leu
Gly
Leu
Gly
360
Ile

Ser

Leu

Gln
Asp
520
Ile
Thr
Glu
Leu
Leu
600
Leu

Ser

Gly

Leu
Glu
Arg
Asp
Gln
265
His
Trp
Pro
Ala
Ala
345
Leu
Thr
Val
Gln
Gln
425
Pro
Lys
Arg
Thr
Glu
505
Cys
Ala
Arg
Pro
Thr
585
val
Gly

Ala

Cys

Gln
Tyr
Gly
Asp
250
Ser
Ala
Val
Gly
Gln
330
Thr
Glu
Leu
Tyr
Cys
410
Leu
Leu
Leu
Phe
Ser
490
Gly
Val
Cys
Cys
Ala
570
Leu
Gln
Leu

Ser

Leu

Glu
Gly
Ile
235
ser
Sexr
Leu
Ala
Met
315
Leu
Asp
Glu
Gln
Ala
395
Asn
Leu
Arg
Trp
Asn
475
Asp
Gln
Asp
Thr
Phe

555
val

VAla

Ala
Phe
Cys

635
Ser

22

Phe
Arg
220
Cys
Arg
Val
Phe
Ser
300
Ala
His
Pro
Asp
Asn
380
Ala
Ala
Glu
Phe
vVal
460
Gly
Asn
val
Cys
Phe
540
Arg
Leu

Ala

Ser

Cys
620
Leu

Thr

Gly
205
Gln
Ile
Leu
Gln
Asn
285
Glu
Gln
Glu
Ala
val
365
val
val
Ser
Asn
Asp
445
Trp
Ser
Gln
Arg
Glu
525
Cys
Arg
Ser
Leu
Gly
605
Leu

Ala

Leu

Trp
Gly
Ala
Gly
val
270
Tyr
Ala
Met
Phe
Phe
350
val
Ser
Tyr
Gly
Met
430
Ser
Gln
Leu
Lys
Axg
510
Ala
Gly
Axg
Leu
Gly
590
Gly
Ser

Gln

Phe

PCT/US2004/025459

Asn
Leu
His
Lys
255
Val
Ser
Trp
Gly
Pro
335
Cys
Gly
Ala
Ser
Cys
415
ser
Gly
Arg
Pro
495
vVal
Gly
Gln
Ser
Leu
575
Leu
Sexr
Val

Gln

Leu

Trp
Ser
Glu
240
val
Leu
Ile
Leu
Thr
320
Gln
Ser
Gln
Gly
val
400
Pro
Asn
Gly
Ser
Thr
480
val
Lys
Ser
Asp
Arg
560
Leu
Phe
Leu
Leu
Pro

640
Gln

196
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Ala
Txp
Leu
Phe
705
Leu
Ile
val
Ala
Ala
785
Leu
Tyr
Gly

Ala

Ala
Leu
Ala
690
Pro
Glu
Thr
Gln
Met
770
Asn
Phe
val

Arg

Thx
850

Glu

Asn
Ser
755
Leu
val
Cys
Leu
Ser

835
Brg

<210> 19

<211> 859
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
synthetic construct

<400> 19
Met Pro Gly Leu

1
Leu

Gly
Ala
Phe
65

Glu
Tyr
Sex
Cys

His

Gly
Asp
Thr
50

Ser
Glu
Asp
Leu
Asn

130
Ser

Met
Tyx
35

Leu
Pro
Ile

Leu

Met
115

Tyx

Ser

Ile
660
Ser
Leu
Glu
Cys
Ala
740
Gln
Ala
Gln
Ala
Leu
820

Pro

Gly

Gly
20

Ile
Asn
Leu
Asn
Phe
100
Phe

Thr

Glu

645
Phe

Tyr
val
Val
Arg
725
val
Pro
Tyr
val
Leu
805
Trp

Lys

His

Ala
5
Ser
Leu
Gln
Gly
Asn

85
Asp

Met

val
Leu
Glu

V_al
710

Met

Leu
Gly
Phe
Ala
790
Gly
Leu

Glu

Ser.

Ile
Ser
Gly
Arg
Leu
70

Gly
Thr

Ala

Gln Tyr

Leu

Ala

Glu
Arg
Ala
695
Thr
Arg
Ala
Arg
Ile
775
Tyr
Ile
Pro

Ala

Glu
855

Leu
Leu
Gly
Thr
55

Phe
Ser
Cys
Lys
Gln

135
Leu

Ser
Gly
680
Ala
Asp

Ser

Phe

Tyr
760
Ile
Gln
Leu

Glu

Ser
B840

Gly
Cys
Leu
40

Gln
Leu
Ala
Ser
val
120

Pro

Ile

Glu
665
Pro
Leu
Trp
Trp
Leu

745
Asn

Trp
Pro
Ala
Leu

825
Asp

650
Leu

Trp
Cys
Gln
Val
730
Cys
Arg
Val
Ala
Thr
810
Asn

Gly

Pro
Ala
Ala
val
715
Ser
Phe
Ala
Ser
Val
795
Phe

Thr

Asn

Leu
Trp
Trp
700
Leu

Leu

Leu

Sequence; note

Leu
Leu
25

Phe
Pro
Ala
Leu
Glu
105
Gly
Arg

Thr

sSer
10

Ser
Pro
Asn
Met
Leu
90

Pro
Ser

Val

Gly

Leu
Gln
Leu
Gly
Ala
75

Pro
Vval
Gln

Leu

Lys

23

Ala
Glin
Gly
Ile
60

Met
Gly
val
Ser
Ala

140
Phe

Sexr

Leu
685
Tyr

Pro
Gly
Gly
Gly
765
val
Met
Leu

Glu

Gly
845

Ala
Phe
Thr
45

Leu
Lys
Leu
Thr
Ile
125
val

Phe

Trp
670
Val
Leu
Thr
Leu
Thr
750
Leu
Pro
Gly
Pro
Phe

830
Ser

Phe
Lys
30

Thr
Cys
Met
Arg
Met
110
Ala
Ile

Ser

PCT/US2004/025459

655
Ala

Val
Met
Glu
val
735
Phe
Thr
Leu
Ala
Lys
815

Phe

Ser

Leu
15

Ala
Glu
Thr
Ala
Leu
95

Lys
Ala
Gly

Phe

Asn
Leu
Ala
val
720
His
Leu
Phe
Leu
Ile
800
Cys

Leu

Glu

Glu
Gln
Glu
Arg
val
80

Gly

Pro

Pro

Phe

19%
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145
Leu

Gln
val
Ile
225
Gly
val
Leu
Leu
Thr
305
val
Tyr
Ser
Cys

Met
385

Tyxr
Cys
Leu
Leu
Met
465
Phe
Asn
val
Cys
Pro
545
Pro

Leu

Ala

Met
Glu

Leu

Ala:

210
Phe

Leu
Asp
Phe
Hisg
290
Ser
Leu
Val
Leu
Ser
370
Glin
Ala
Asn
Leu
Gln
450
Trp
Asn
Gln
Arg
Lys
530
Cys
Arg
Leu

Leu

Pro
Thr
Gln
195
Ala
Ser
Val
Val
Ala
275
Asp
Asp
Gly

Glu

Lys
355

Gln

Asn
Ala
Val
Glu
435
Phe
val
Gly
Val
Arg
51%
Ala
Gly
Arg
Leu

Gly
595

Gln
Phe
180
Ala
Leu
Gly
Pro
Leu
260
Ser
Leu

Leu

Phe

val
165
Pro
val
Gly
Leu
Gln
245
Arg
Ala
Ser

Val

Leu

" 325

Thr
340
Ala
Cys
Leu
val
Ser
420
Asn
Asp
Trp
Thy
Pro
500
Val
Gly
Lys
Pro
Leu

580
Leu

Arg
Glu
Asp
Ser
405
His
Met
Ala
Gln
Leu
485
val
Lys
Ser
Asp
Lys
565

Leu

Phe

150
Ser

Ser
Val
Ser
Ala
230
Hig
Gln
Arg
Pro
Met
310
Gln

Leu

Leu

Ala
390
Ser

Cys
Tyr
Lys
Ser
470
Gln
Ser
Gly
Tyr
Gln
550
Phe

Leu

val

Phe
Thr
Asp
215
Asn
Asp
Val
Ala
Lys
295
Thr
Arg
Ala
Asp
Ile
375
Gly
val
His
Asn
Gly
455
Pro
Leu
Gln
Phe
Arg
535
Trp
Leu

Leu

His

Ser
Phe
Leu
200
Asp
Ser
Thr
Asn
val
280
val
Leu
Gly
Leu
Leu
360
Met
Gln
Ala
Thr
Met
440
Ser

Thy

Gln

His
520
Lys

Ser

Glu
Ser

His
600

Ala
Arg
185
Leu
Asp
Arg
Ser
Gln
265
Tyr
Trp
Pro
Ala
Ala
345
Glu
Leu
Leu
Gln
Sexr
425
Ser
val
Pro
His
Ser

505
Ser

Pro
Leu
Leu

585
Arg

Ser
170
Thr
Gln
Tyr
Gly
Gly
250
Ser
Ser
Val
Asn
Leu
330
Ala
Glu

Gln

155
Met

Val
Asn
Gly
Ile
235
Gln
Lys
Leu
Ala
Ile
315
Leu
Asp
Arg
Asn

His

© 385

Ala
410
Glu
Phe
Asp
val
Ser
4990
Arg
Cys
Pro
Glu
Ala
570
Ala

Asp

Leu
Pro
Arg
Met
Leu
475
Lys
Gln
Cys
Asp
Lys
555
Trp

Leu

Ser

24

Asp
Pro
Phe
Arg
220
Cys
Gln
val
Phe
Ser
300
Ala
Pro
Pro
val
Leu
380
Gln
His
val

Ala

Glu
460

His
Met
Cys
Tyr
Asp
540
Ser
Gly

Gly

Pro

Arg
Ser
Ser
2058
Glu
Ile
Leu
Gln
Ser
285
Glu
Arg
Glu
Thr
Met
365
Ser
Ile
Asn
Gln
Arg
445

Thr
Tyr
Lys
Asp
525
Phe
Thr
Glu

Leu

Leu
605

Leu
Asp
190
Trp
Gly
Ala
Gly
Val
270
Ser
Val
Phe
Phe
350
Gly
Ser
Phe
Thr
Pro
430
Asp
Asp
val
Trp
Asp
510
Cys
Thr
Thr
Pro
Val

590
val

PCT/US2004/025459

Ser
175
Arg
Asn
Leu
His
Lys
255
val
Ser
Trp
Gly
Ser
335
Cys
Pro
Gly
Ala

Leu
415

Trp
Leu
Leu
Gly
Pro
495
Gly
Val
Cys
Cys
Ala
575

Leu

Gln

160
Asp

Val
Trp
Ser
Glu
240
Val
Val
Ile
Leu
Thr
320
His
Ala
Arg
Leu
Thr
400
Gln
Gln
Thr
Lys
Thr
480
Gly
Gln
Asp
Thr
Leu
560
val

Ala

Ala

jaS



WO 2005/015158

Ser
Cys
625
Leu
Thr
Leu
Trp
Txp
705
Leu

Phe

Leu

Phe
785
Gln
His
Pro

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

Gly
610
Leu
Ala
Leu

Ser

Leu
690

Tyr
Pro
Gly
Gly
Gly
770
val
Met
Leu

Glu

Gly
850

<220>

<223>

<400> 20

Met
1
Cys

Thr
Gly
Ser
65

Leu

Thr

20

841
FRT
Artificial Sequence

Gly
Ser
Gln

Phe

Trp
675
val
Leu
Thr
Leu
Thx
755
Leu
Pro
Gly
Pro
Phe

835
Asn

Pro
vVal
Gln
Leu
660
Ala
val
val
Glu
Ala
740
Phe
Thr
Leu
Ala
Arg
820
Phe

Thr

Leu
Leu
Pro
645
Gln
Asp

Leu

Ala
725
His
Leu
Phe
Leu
Leu
805
Cys

Leu

Gly

Ala
Leu
630
Leu
Ala
Arg
Leu
Phe
710
Leu
Ala
Val
Ala
Ala
790
Leu
Tyr
Gly

Asn

Cys
615
Phe
Ser
Ala
Leu
Ala
695
Pro
val
Thr
Arg
Met
775
Asn
Leu
Leu

Gly

Gln
855

gsynthetic construct

Leu
Cys
Leu
Cys
50

Cys
Gly

Leu

Leu
Trp
Pro
35

Leu
Ser

val

Gly

cys
Ala
20

Gly
Gln
Phe
Glu

Tyx
100

Thr Ala Arg

5
Phe

Asp

val

Ala

Tyx

Arg

Asn Glu

Glu
85
Gln

70
Ile

Leu

cys
Leu
His
55

His
Asn

Tyr

Phe

Pro

Asn
Ser
760
Leu
Val
Cys
Leu
Gly

840
Gly

Description of Artificial

Arg
Gly
Asn

Asp

Gly Leu
Gly Gln

Leu Pro
650

Ile Phe

665

Gly Cys

Leu Val
Glu Val

Cys Arg
730

Ala Thr

745

Gln Pro

Ala Tyr

Gln Val

Val Leu
810

Met Arg

825

Pro Gly

Lys His

val
Pro
635
Leu
vVal
Leu
Glu
Val
715
Thr
Leu
Gly
Phe
val
795
Gly
Gln
Asp

Glu

Cys
620
Ser
Thr
Glu
Arg
val
700
Thr
Arg
Ala
Arg
Ile
780
Leu
Ile

Pro

Ala

Sequence; note

val Gly
10

Ser Thr

25

Ala Gly

Pro Glu

Tyr His

Ser Thr
90

Val Cys
105

Leu
Glu
Leu
val
Leu
75

Ala

Ser

25

Gln
Ser
Phe
Thr
60

Phe

Leu

Asp

Leu
Pro
Gly
Ser
Gly
685
Ala
Asp
Ser
Phe
Tyr
765
Thr
Arg
Leu

Gly

Gln
845

Leu
Ser
Pro
45

Leu
Gln

Leu

Ser

Gly
Ala
Cys
Glu
670
Pro
Leu
Trp
Trp
Leu

750
Asn

Trp
Pro
Ala
Leu

830
Gly

Leu
Pro

30
Leu

Ala
Pro

Ala
110

PCT/US2004/025459

Leu
Arg
Leu

€55
Leu

Trp

His
Val
735
Cys
Arg
Val
Ala
Ala
815

Asn

Gln

Asn
95
Asn

val

Cys
640
Ser
Pro
Ala
Thr
Met
720
Ser
Phe
Ala
Ser
Val
800
Phe
Thr

Asn

Ser
Phe
Ser
Arg
Arg
80

Ile

Val

194
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TYyr
Leu
Gly
145
Pro
Ser
Lys
Thr
val
225
Phe
Gln
val
Leu
Leu
305
val
Phe
His
Ala
Ser

385
His

Asn

Ala
545
Glu

Ala
Gln
130
Pro
Phe
Val
Tyr
Trp
210
Gln
Lys
Cys
Phe
Thr
290
Sex
Leu
Glu
Lys
Phe
370
Ala
Gln
Pro
Lys
Asn
450
Leu
Lys
Ser
His
Lys

530
Pro

Trp

Thr
115
Gly
Asp
Leu
Lys
Gln
195
Ile
Ala
Asp
Leu
Ser
275
Asn
Arg
Gly
Glu
Gly
355
Met
Tyx
Leu
Trp
Asp
435
Ile
Gly
Ile

Ser

Leu
Asp
Ser
val

Arg

180

vVal
Sex
Leu
Ile
Met
260

Ser

Leu

val
Ala
340
Ser
Ala
Asn
Leu
Gln
420
Thr
Ile
Sex
Gln
Asp
500
Cys
Asp
Gly

Glu

Arg

Leu
Thr
Pro
165
Gln
Glu
Leu
Glu
Met
245
Arg
Arg
Thr
Ile
Ala
325
Tyr
Trp
His
Ala
Gly
405
Leu
val
Ala
Ser
Trp
485
Cys
Phe
Leu
Ser

Pro

vVal
Leu
Asn
150
Met
Tyr
Thr
val
Asn
230
Pro
His
Gln
Gly
Thr
310
Ile
Ala
Cys

Thr

Tyx
390
Cys
Leu
Ala
Trp
Thr
470
His
Leu
Glu
'Tyr
Gln

550
Ile

Leu

His
135
Arg

Ile '

Pro
Met
Gly
215
Gln
Phe
Leu
Leu
Lys
295
Gly
Gln
Arg
Ser
Met
375
Arg
Ala
Glu

Phe

Asp
455
Trp

Gly
Glu
Cys
Arg
535

Thr

Ser

Ser
120
TyY
Ala
Ser
Ser
val
200
Sexr
Ala
Ser
Ala
Ala
280
Val
val
Lys
Ala
Ser
360
Pro
Ala
Ser
Gln
Asn
440
Trp
Ser
Lys
Gly

val
520

Cys
Cys

Leu

Leu
Sexr

Ala

Phe
185
Leu
Ser
Thr
Ala
Gln
265
Arg
Trp
Pro
Arg
Asp
345
Asn
Lys
Val
Gly
Ile
425
Asp
Asn
Pro
Asp
His
505
Pro
Gln

Phe

val

Pro
Pro
Thr
Ala
170
Leu
Leu
Asp
Gly
Gln
250
Ala
val
val
Gly
Ala
330
Lys
Gln
Leu
TyTr

Ala

410 -

His
Asn
Gly
val
Asn
490
Gln
Cys
Pro

Pro

Leu

Gly
Thr
Thr
155
Ala
Arg
Leu
Asp
Gln
235
Val
Gly
Phe
Ala
Ile
315
val
Lys
Leu
Lys
Ala
395
Cys
Lys
Arg
Pro
Gln
475
Gln
Arg
Gly
Cys
Arg
555
Ile

26

Gln
val
140
Ala
Ser
Thr
Gln

Tyr
220
Gly
Gly
Ala
Phe
Ser
300
Gln
Pro
Ala
Cys
Ala
380
val
Ser
val
BAsp
Lys
460
Leu
val
val
Ala
Gly
540
Thx

Ala

His
125
Leu
Ala
Ser
Ile
Lys
205
Gly
Tle
Asp
Thr
Glu
285
Glu
Arg
Cly
Pro
Arg
365
Phe
Ala
Arg
His

Pro
445

Trp
Asn
Pro
val
Gly
525
Lys

val

Ala

His
Ala
Leu
Glu
Pro
190
Phe
Gln
Cys
Glu
val
270
Ser
Ala
Ile
Leu
Arg
350
Glu
Ser
His
Gly
Phe
430
Leu
Thr
Ile
Lys
Thr
510
Thxr
Glu

val

Asn

PCT/US2004/025459

Ile
Val
Leu
Thr
175
Asn
Gly
Leu
Ile
Arg
255
val
val
Trp
Gly
Lys
335
Pro
Cys
Met
Gly
Arg
415
Leu
Ser
Phe
Asn
Ser
495
cly
Phe
Glu

Phe

Thr

Glu
Ile
Serxr
160
Leu
Asp
Trp
Gly
Ala
240
Met
Vval
Val
Ala
Met

320
Ala

Cys

Gln
Sex
Leu
400
val
Leu
Ser
Thr
Glu
480
val
Phe
Leu
Trp
Leu

560
Leu

100
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Leu

Leu
Glu
625
Gly
val
Trp
val
Pro
705
Thr
Leu
Pro
Asn
Gly
785
Ser

Cys

Asp

<210>
<21l>
<212>
<213>

Leu
Thr
Gly
610
Pro
Phe
Ile
Ala
His
690
Thr
Glu
Leu
Glu
Phe
770
Ser
Gly

Arg

Tyr

<220>

<223>

Leu
Pro
595
Sexr
Thr
Ala
Ile
Gln
675
Leu
Arg
Val
Ser
Asn
755
val
Tyr
Gly

Pro

Thr
835

21
840
PRT
Artificial Sequence

Leu
580
val
Leu
Val
Ile
Phe
660
Asn
Leu
Glu
Asn
Ile
740
Tyx
Ser
Leu
Phe
Glu

820
Arg

565
Leu

val
Val
Pro
Phe
645
Lys
His
Ile
Tyx
Ser
725
Ser
Asn
Trp
Pro
Ser
805

Leu

Arg

Val
Arg
Ala
Ala
630
Leu
Phe
Gly
Cys
Gln

710
val

Thr

Glu
Ile
Ala
7390
Gly

Asn

Cys

Gly
Ser
Gly
615
Cys
Ser
Ser
Ala
Leu
695
Arg
Gly
Phe
Ala
Ala

775
Val

Tyr
Asn

Gly

synthetic construct

<400> 21
Met Leu Phe

1

Cys Trp Ala

Leu Pro Gly

Cys Leu Gln

50

35

Asp Ser Phe

65

Thr Val Glu

Txp
Phe
20

Asp
Val

Asn

Glu

Ala
5
Ser
Phe
Axrg
Gly

Ile

Ala
Cys

Leu

His
70
Asn

His

Leu
Arg
55

Gly

Asn

Thr
Ala
600
Ser
Leu
Cys
Thr
Gly
680
Thr
Phe
Phe

val

Lys
760

-Phe

Asn

Phe

Thr

Thr
840

Description of Artificial

Leu
Arg
Ala

40
Pro

Tyxr

Ser

Ala
585
Gly
Cys
Leu
Leu
Lys
665
Leu
Trp
Pro
Leu
Cys
745
Cys
Phe
Val
Leu
Glu

825
Thr

570
Gly

Gly
Ser
Arg
Thr
650
val
Phe
Leu
His
Leu
730
Ser
val
Thr
Leu
Pro

810
His

Leu
Arg
Phe
Gln
635
Ile
Pro
val
val
Leu

715
Ala

Tyr
Thr
Met
Ala
795

Lys

Phe

Phe Ala

Leu Cys
605

Tyr Ser

620

Pro Leu

Arg Ser
Thr Phe

Ile Val
685

Met Trp

700

val Ile

Phe Thr
Leu Gly
Phe Ser

765
Ala Ser

780
Gly Leu

Cys Tyr

Gln Ala

Sequence; note =

Leu
Thr
25

Gly
Leu
His

Ser

Leu
10

Glu
Leu
val

Leu

Ala

Ser
Ser
Phe
Thr
Phe

75
Leu

27

Leu Gln
Ser Pro

Ser Leu
45

Ser Cys

60

Gln Ala

Leu Pro

Trp
590
Phe
Phe
Phe

Phe

Tyr
670
Ser
Thr

Leu

Lys
750
Leu
Ile
Thr
Val

Ser
830

Leu

Gly
30

His
Asp
Met

Asn

PCT/US2004/025459

575
His

Leu
Phe
Ser
Gln
655
Axg
Ser
Pro
Glu
Asn
735
Glu
Leu
Tyx
Thx
Ile

815
Ile

val
15

Phe
Gly
Arg
Arg

Ile

Phe
Met
Gly
Leu
640
Leu
Thr
Thr
Arg
Cys
720
Ile
Leu
Leu
Gln
Leu
800

Leu

Gln

Tyxr
Sexr
Asp
Pro
Phe

80
Thr

20
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Leu
Ala
Gln
Pro
145
Phe
Ala
His
Trp
Gln
225
Lys
Ser
Phe
Ala
Ser
305
Leu
Glu
Glu
Phe
Ala
385
Gln
Pro
Glu
Asp
Ile

465
Lys

Gly
Thr
Lys
130
Asp
Leu
Lys
Gln
Ile
210
Ala
Asp
Met
Ser
Asn
290
Thr
Gly
Glu
Gly
Thr
370
Leu
Trp

Asn

Ile
450

Gly

Ile

Thr

Cys

Tyr
Leu
115
Asp
Asn
Met
Arg
val
195
Ser
Leu
Ile
Met
Asn

275
Leu

Tyr
val
Ser
Ser
355
Thr
Arg
Leu
Gln
Thr
435
Ile

Ser

Gln

Asp

Cys
515

Glu
100
Axrg
Leu
Thr
Pro
Lys
180
Glu
Leu
Glu
Val
Gln
260
Arg
Thr

Ile

Ala

Tyr
340
Trp
Arg
val
Gly
Leu
420
Val

Ala

Ala
Trp
Cys

500
Phe

85
Leu

val
Arg
Asp
Leu
165
Phe
Val

Ile

Thr
val

325
val

405
Leu

Ala

Trp

Ser

His
485

Leu

Glu

Tyx
Leu
Asn
His
150
val
Pro
Met
Gly
Leu
230
Phe
Leu
Leu
Lys
Ser
310
Gln

Arg

Ser

Met
Glu
380
Thr
Gln
Phe
Asp
Leu
470
Gly

Ala

Cys

Asp
Ala
.His
135
Ala
Ser
Ser
Val
Ser
215
Ala
Ser
Ala
Ala
Val
295
Val
Gln
Ala
Thr
Pro
375
Ala
Ser
Gln

Asp

Trp
455

Ser

Lys

Gly

val

Vval
Leu
120
Ser

val

Phe
Gln
200
Tyr
Val
Ala
Gln
Arg
280
Trp
Thr
Arg
Vval
Asn
360
Thr
Val
Glu
Ile
Asp
440
Asn

Pro

Asn
His

Pro
520

Cys
105
Gln
Ser
Thr
Glu
Leu
185
Leu
Gly
Pro
Arg
Ala
265
Val
val
Gly
Gln
Thr
345
Gln
Leu
Tyx
Ile

Tyr
425
Asn

Gly

val
Asn
His

505
Cys

90
Ser

Gly
Lys
Thr
Ala
170
Arg
Leu
Asp
Arg
Val
250
Arg
Phe
Ala
Ile
val
330
Ala
Leu
Gly
Ala

Cys
410
Lys
Gly

Pro

His

Gln
490

Arg

Glu

Glu
Pro
Val
Ala
155
Ser
Thr
Gln
YL
Gly
235
Gly
Thr
Phe
Ser
Gln
315
Pro
Ala
Cys
Ala
val
395
Ser
Val
Asp
Glu
Leu
475
val

val

Ala

28

Ser
Arg
val
140
Ala
Ser
Vval
Ser
Gly
220
Ile
Asp
Thr
Arg
Glu
300
Gly
Gly
Pro
Arg
Phe
380
Ala
Arg
Asn

Thx

Trp
460

Asp

Pro

val

Gly

Ala
His
125
Ala

Leu

val .

Pro
Phe
205
Gln
Cys
Pro
val
Ser
285
Asp
Ile
Leu
Ser
Glu

365
Ser

Gly
Phe
Leu
445
Thx

Ile

val

Vval

Thr
525

Asn
110
Ile
Phe
Leu
val
Ser
190
Gly
Leu
Val
Arg
Val
270
Val
Trp
Gly
Lys
Ala
350
cys
Met
Gly
Pro
Leu
430
Gly

Phe

Asn
Ser
Gly

510
Phe

PCT/US2004/025459

95
Val

Glu
ITle
Gly
Leu
175
Asp
Trp
Gly
Ala
Met
255
val
Val
Ala

Thr

Glu
335

Cys
His
Ser
Leu
Val
415
Leu

Tyxr

Glu

Lys

vVal
495

Ser

Leu

Tyr
Ile
Gly
Pro
160
Sexr
Arg
val
Val
Phe
240
Gln
Val
Leu

Ile

Val

320/

Phe

Pro

Thr

Ala

prays
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Met Ser Glu Leu His Ile Cys Gln Pro Cys Gly Thr Glu Glu Trp Ala
530 535 540
Pro Lys Glu Ser Thr Thr Cys Phe Pro Arg Thr Val Glu Phe Leu Glu
545 550 555 560
Leu Arg Glu His Thr Ser Trp Val Leu Leu Ala Ala Asn Thr Leu Leu
565 570 575
Leu Leu Leu Leu Leu Gly Thr Ala Gly Leu Phe Ala Trp His Leu Asp
580 ' 585 590
Thr Pro Val Val Arg Ser Ala Gly Gly Arg Leu Cys Phe Leu Met Leu
595 600 605
Gly Ser Leu Ala Ala Gly Ser Gly Ser Leu Tyr Gly Phe Phe Gly Glu
610 615 620
Pro Thr Arg Pro Ala Cys Leu Leu Arg Gln Ala Leu Phe Ala Leu Gly
625 630 635 ! 640
Phe Thr Ile Phe Leu Ser Cys Leu Thr Val Arg Ser Phe Gln Leu Ile
645 : 650 . 655
Ile Ile Phe Lys Phe Ser Thr Lys Val Pro Thr Phe Tyr His Ala Trp
660 665 670
Val Gln Asn His Gly Ala Gly Leu Phe Val Met Ile Ser Ser Ala Ala
675 680 685
Gln Leu Leu Ile Cys Leu Thr Txp Leu Val Val Trp Thr Pro Leu Pro
690 695 700
Ala Arg CGlu Tyr Gln Arg Phe Pro His Leu Val Met Leu Glu Cys Thr
705 ' 710 715 720
Glu Thr Asn Ser Leu Gly Phe Ile Leu Ala Phe Leu Tyr Asn Gly Leu
725 730 735
.Leu Ser Ile Ser Ala Phe Ala Cys Ser Tyr Leu Gly Lys Asp Leu Pro
740 745 750
Glu Asn Tyr Asn Glu Ala Lys Cys Val Thr Phe Ser Leu Leu Phe Asn
755 760 765 .
Phe Val Ser Trp Ile Ala Phe Phe Thr Thr Ala Ser Val Tyr Asp Gly
770 775 780
Lys Tyr Leu Pro Ala Ala Asn Met Met Ala Gly Leu Ser Ser Leu Ser
785 790 795 800
Ser Gly Phe Gly Gly Tyr Phe Leu Pro Lys Cys Tyr Val Ile Leu Cys
805 810 815
Arg Pro Asp Leu Asn Ser Thr Glu His Phe Gln Ala Ser Ile Gln Asp
820 825 830
Tyr Thr Arg Arg Cys Gly Ser Thr
835 840

<210> 22

<211> 838

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence; note =
synthetic construct

<400> 22
Met Gly Pro Arg Ala Lys Thr Ile Cys Ser Leu Phe Phe Leu Leu Trp
1 5 10 15
Val Leu Ala Glu Pro Ala Glu Asn Ser Asp Phe Tyr Leu Pro Gly Asp
20 25 30
Tyr Leu Leu Gly Gly Leu Phe Ser Leu His Ala Asn Met Lys Gly Ile
.35 40 45

29
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val
Lys
65

Glu
Glu
Tyr
Ser
Glu
145
Gln
Phe
Ala
Leu
Glu
225
Pro
Leu
val
Leu
Ala
305
Thr
Glu
Thr
Ala
Val
385
Ser
Pro
Asp
Glu
val
465
Ile

Lys

His
50

Val
Tle
Ile
Phe
Asn
130
Ser
Ile
Pro
Met
Val
210
Arg
Thr
val
val
Arg
290
Ile
Phe
Phe
Ser
Thr
370
Tyr
Leu
Trp
His
Ile
450
Ala

Ser

Arg

Leﬁ
Ile
Asn
Val

Leu
115

TyY
Val
Thr
Ala
Val
195
Ser
Val
Leu
Thr
Phe
275
Gln
Asp
Leu
Arg
Gln
355
Leu
Ser
Leu
Gln
Gln
435
Val
Ser
Trp

Cys

Asn
Gly
Asn
Asp
100
Ala
Ile
Met
Tyr
Leu
180
Gln
Ser
Ala
Gln
Ile
260
Ser
Asn
Pro
Gly
Glu
340
Ser
Ser
Val
Gly
Leu
420
Ile

Gln

Phe

Tyr
Asp

85
Val

Ser
Thr
Ser
165
Leu
Leu
Asp
Arg
Pro
245
vVal
Pro
Phe

Val

Ile
325

Trp
Tyr
Phe
Tyr
Cys
405
Leu
Phe
Trp
Tyr
Thr

485
Sexr

Leu
Asn
70

Ser
Cys
Glu
Arg
val
150
Ala
Arg
Met
Thr
Arg
230
Asn
Asp
Asp
Thr
Leu
310
Thr
Gly
Thr
Asn
Ser
390
Asp
Glu
Phe
Gln
Pro
470
Val

Gly

Gln
55

Leu
Ser
Tyr
Asp
Val
135
Ala
Ile
Thr

Leu

Tyr
215
Asp
Gln
Lys
Leu
Gly
295
His
Ile
Pro
Cys
Thr
375
Ala
Lys

Glu

.Asp

Trp
455
Leu
Asn

Gln

val
Met
Leu
Ile
Asn
120
val
Asn
Ser
Thr
His
200
Gly
Ile
Asn
Leu
Thr
280
Ala
Asn
Gln
Gln
Asn
360
Ile
val
Ser
Ile
Pro
440
Asp
Gln

Asn

Lys

Pro
Gln
Leu
Ser
105
Leu
Ala
Phe
Asp
Pro
185
Phe
Arg
Cys
Met
Gln
265
Leu
Val
Leu
Ser
Ala
345
Gln
Leu
YT

Thr
Trp

425
Gln

Arg
Thr

Lys

Met

Ala

Pro
30

Asn.

Leu
val
Leu
Glu
170
Ser
Axg
Asp
Ile
Thx

250
Gln

Trp
Thr
Val
330
Gly
Glu
Arg
Ala
Cys
410
Lys
Gly
Ser
Gln
Ile

490
Lys

Cys
Met
75

Gly
Asn
Pro
Ile
Ser
155
Leu
Ala
Trp
Asn
Ala
235
S_er

Ile
Glu
315
Pro
Pro
Cys
Leu
Val
385
Thr
Val
Asp
Gln
Leu
475

Pro

Pro

30

Lys
60

Arg
Val
val
Ile
Gly
140
Leu
Arg
Asp
Asn
Gly
220
Phe

Glu

~ Thr

Phe
Ala
300
Leu
Ile
Pro
Asp
Ser
380
Ala
Lys
Asn
Val
Asn
460
Lys
Met

val

@lu
Phe
Leu
Gln
Gln
125
Pro
Phe
Asp
His
Trp
205
Gln
Gln
Glu
Ala
Phe
285
Ser
Gly
Pro
Pro
Asn

365
Gly

Arg
Phe
Ala
445
Pro
Asn

Serx

Gly

Tyr
Ala
Leu
Pro
110
Glu
Asp

Leu

Lys

His

190
Ile

Leu
Glu
Arg
Arg
270
Asn
Glu
His
Cly
Leu
350
Cys
Glu
Ala
Val
Thx
430
Leu
Phe
Ile

Met

Ile

PCT/US2004/025459

Glu
Val

Gly

95

val
Asp
Asn
Leu
val
175
Val
Ile

Leu

“Thr

Gln
255
Val
Glu
Ser
Leu
Phe
335
Ser
Leu
Arg
Leu
Val

415
Leu

Gln

Cys
495
His

val
Glu
80

Tyr
Leu
Tyx
Ser
Pro
160
Arg
Glu
Val
Gly
Leu
240
Arg
val
val
Trp
Gly
320
Ser
Axrg
Asn
val
His
400
Tyx
Leu
Leu
Ser
Asp
480

Ser

Val

M
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500 ! 505 510
Cys Cys Phe Glu Cys Ile Asp Cys Leu Pro Gly Thr Phe Leu Asn His
515 520 525
Thr Glu Asp Glu Tyr Glu Cys Gln Ala Cys Pro Asm Asn Glu Trp Ser
530 535 ' 540
Tyr Gln Ser Glu Thr Ser Cys Phe Lys Arg Gln Leu Val Phe Leu Glu
545 550 555 560
His Glu Val Pro Thr Ile Val Val Ala Ile Leu Ala Ala Leu Gly Phe
565 570 575
‘Phe Ser Thr Leu Ala Ile Leu Phe Ile Phe Trp Arg His Phe Gln Thr
580 585 590
‘Pro Met Val Arg Ser Ala Gly Gly Pro Met Cys Phe Leu Met Leu Val
595 600 605
Pro Leu Leu Leu Ala Phe Gly Met Val Pro Val Tyr Val Gly Pro Pro
610 615 620
Thr Val Phe Ser Cys Phe Cys Arg Gln Ala Phe Phe Thr Val Cys Phe
625 630 635 640
Ser Ile Cys Leu Ser Cys Ile Thr Val Arg Ser Phe Gln Ile Val Cys
645 650 655
Val Phe Lys Met Ala Arg Arg Leu Pro Ser Ala Tyr Ser Phe Trp Met
660 665 670
Arg Tyr His Gly Pro Tyr Val Phe Val Ala Phe Ile Thr Ala Ile Lys
675 680 - 685
val Ala Leu Val Val Gly Asn Met Leu Ala Thr Thr Ile Asn Pro Ile
690 695 700
Gly Arg Thr Asp Pro Asp Asp Pro Asn Ile Met Ile Leu Ser Cys His
705 710 715 720
Pro Asn Tyr Arg Asn Gly Leu Leu Phe Asn Thr Ser Met Asp Leu Leu
725 730 735
Leu Ser Val Leu Gly Phe Ser Phe Ala Tyr Met Gly Lys Glu Leu Pro
740 745 750
Thr Asn Tyr Asn Glu Ala Lys Phe Ile Thr Leu Ser Met Thr Phe Ser
755 760 765
Phe Thr Ser Ser Ile Ser Leu Cys Thr Phe Met Ser Val His Asp Gly
770 775 780
Vval Teu Val Thr Ile Met Asp Leu Leu Val Thr Val Leu Asn Phe Leu
785" 790 795 800
Ala Ile Gly Leu Gly Tyr Phe Gly Pro Lys Cys Tyr Met Ile Leu Phe
805 810 815
Tyr Pro Glu Arg Asn Thr Ser Ala Tyr Phe Asn Ser Met Ile Gln Gly
820 825 830
Tyr Thr Met Arg Lys Ser
835

<210> 23

<211> 843

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence; note =
synthetic construct

<400> 23
Met Gly Pro Gln Ala Arg Thr Leu Cys Leu Leu Ser Leu Leu Leu His
1 5 10 15

Val Leu Pro Lys Pro Gly Lys Leu Val Glu Asn Ser Asp Phe His Leu

31
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Ala
Lys
Phe
65

Ala
Leu
Pro
Lys
Asp
145
Leu
Lys
His

Ile

- Leu

225
Gln

Glu

Ala

Phe

Ser

305

Pro

Val

Ala

- Gly

385
His

Gln

Phe

Pro

Pro
465

Gly Asp
35

Ser Ile

50

Thr Met

Val Glu
Gly Tyr

Gly Leu
115

Asp Tyr

130

Asn Ser

Ile Pro
Arg His

Ile Glu
185

Val val

210

Leu Ser

Glu Vval
Gln Arg

Arg Val
275

His Glu

290

Glu Ser

His Thr
Gly Phe

Pro Asn
355

Cys Leu

370

Glu Arg

Ala Leu
Lys Val

Thr Leu
435

Met Leu

450

Phe Gln

20
Tyr

Ser
Lys
Glu
Glu
100
Tyx
Ser
Glu
Gln
Phe
180
Ala
Leu
Gln
Leu
Gln
260
Val
Val
Trp
Gly
Serxr
340
Thr
Asn
Val
His
Tyx
420
Leu

Leu

Ser

Val
Ile
85

Met
Phe
Gln
Serx
Ile
165
Pro
Met
Val
Arg
Pro
245
Leu
Val
Leu
Ala
Thr
325
Gln
Thr
Thr
val
Arg
405
Pro
Gly

Asp

Ile

Leu
Leu
Leun
70

Asn
Val

Leu

Ala
150
Thr
Ser
Val
Sexr
Leu
230
Ile
Asp
Val
Arg
Ile
310
Phe
Phe

Asn

Thr

Tyr
390
Leu

Trp
Asn
Ile

Ala
470

Gly
Ser
55

Gly
Asn
Asp
Ala
Met

135
Ile

Tyr
Met
Gln
Asp
215
Thr
Pro

Asn

Phe

Trp
295
Asp
Leu
Arg
Leu
Lys
375
Ser
Leu
Gln
Arg
Ile

455
Ser

Gly
40
Tyr

Tyr
Cys
Val
Gln
120
Pro
Thr
Ser
Leu
Leu
200
Asp
Lys
Glu

Ile

Ser

25
Leu

Leu
Asn
Ser
Cys
105
Asp
His
Val
Ala
Arg
185
Met
Asp
Thr
Ser
Leu

265
Pro

280

Asn
Pro
Gly
val
Arg
360
Ser
val
Gly
Leu

Leu
440

Gln

Tyr

Phe
Val
Val
Arg
345
Thr
Phe
Ty
Cys
Leu

425
Phe

Trp

Ser

Phe
Gln
Leu
Ser
90

Asp
Val
Ser
Ile
170
Thr
Val
Tyr
Ser
Ser
250
Asp
Glu
Thr
Leu
Thr
330
Arg
Thr
Asn
Ser
Asn
410
Axg
Phe

Gln

Pro

Thr
Val
Met
75

Leu
Leu
Asp
val
Asn
155
Ser
Val
Hig
Gly
Asp
235
Gln
Lys
Leu
Gly
His
315
Ile
Asp
Cys
Asn
Ala
395
Arg
Glu
Asp
Trp

Thr
475

32

Leu
Pro
60

Gln
Leu
Ser
Leu
Ala
140
Ile
Asp
Pro
Phe
Arg
220
Ile
Val
Leu
Ser
Phe
300
Asn
Gln
Lys
Asn
Ile
380
Val
Val
Ile
Gln
Asp

460
Ser

His
45

Lys
Ala
Pro
Asn
Leu
125
Val
Leu
Lys
Ser
Gln
205
Glu
Cys
Met
Arg
Leu
285
val
Leu
Arg
Pro
Gln

365
Leu

Tyx

Arg

Trp

Gln
445
Leu

Lys

30
Ala

Cys
Met
Gly
Asn
110
Pro
Ile
Ser

Leu

Ala
120

Trp
Asn
Ile
Arg
Arg
270
Tyr
Trp
Thy
val
Gly
350
Asp
Ile
Ala
Cys
His
430
Gly

Ser

Arg

PCT/US2004/025459

Asn
Asn
Arg
Val
95

Ile
Ile
Gly
His
Arg
175
Thr
Asn
Ser
Ala
Ser
255
Thr
Ser
Ile

Glu

Ser
335

Tyr
Cys
Leu
Val
Thr
415
val
Asp

Gln

Leu

val
Glu
Phe
80

Leu
His
Leu

Pro

Phe
160

Ala
Leu
320
Ile
Pro
Asp

Ser

Ala

1400

Lys
Asn
Met
Asn

Thr
480

206
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Tyr

Ser
Gly
TYyXY
Ser
545
Thr
Ala
Arg
Phe
Tyr
625
Phe
Phe
Tyx
Ile
Gly
705
Ile
Ser
Gly
Ser
Ser

785
Val

Tyr

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

Ile
Met
Leu
Leu
530
Met
Phe
Ala
His
Leu
610
Val
Pro
Gln
Ser
Thr
690
Leu
Val
Leu
Lys
Met
770
Ala
Leu

Met

Met

<220>

<223>

<400>

Asn
Cys
His
515
Asn
Trp
Leu
Leu
Phe
595
Met
Gly

Leu

Ile

Tyr
675
Val
Ser
Ser
Asp
Glu

755
Thr

Tyr
Asn
Ile

Ile
835

24

853
PRT
Artificial Sequence

Asn
Ser
500
Pro
Arg
Ser
Glu
Gly
580
Gln
Leu
Pro
Cys

Val
660

Trp
Leu
Pro
Cys
Leu
740
Leu
Phe
Ser
Leu
Leu

820
Gln

val
485
Lys
Cys

Ser

Trp
565
Phe
Thr
Thr
Pro
Phe
645
Cys
val
Lys
Thr
Asn
725
Leu
Pro
Tyr
Gly
Leu
805
Phe

Gly

Ser
Ser
Cys
Ala
Lys
550
His
Leu
Pro
Leu
Lys
630
Thr
Ala
Arg
Met
Thr
710
Pro
Leu
Thr
Phe
Val

790
Ala

Tyr

Trp
Cys
Phe
Asp
535
Asn
Glu
Ser
Ile
Leu
615
Val
Ile
Phe
Tyr
Val
695
Arg
Asn
Ser
Asn
Thr
715
Leu
Ile

Pro

Thr

synthetic construct

24

Tyr
Gln
Glu
520
Glu
Asp
Ala
Thx
val
600
Leu
Ser
Cys
Lys
Gln
680
Ile
Thr
Tyr
val

Tyr
760
Ser
Val
Ser

Glu

Met
840

Description of Artificial

Thr
Pro
505
Cys
Phe
Ile
Pro
Leu
585
Arg
Val
Thr
Ile
Met
665
Gly
Val
Asp
Arg
Val
745
Asn
Sexr
Thr
Leu
Arg

825
Arg

Pro
490
Gly
Leu
Asn
Thx
Thr
570
Ala
Ser
Ala
Cys
Ser
650
Ala
Pro
Val
Pro
Asn
730
Gly
Glu
val
Ile
Gly
810

Asn

Arg

Asn
Gln
Asp
Cys
Cys
555
Ile
Ile

Ala

Leu
635

Cys
Ser
Tyr
Ile
asp
715
Ser
Phe
Ala

Ser

Val
795

Tyr
Thr

Asp

Asn
Met
Cys
Leu
540
Phe
Ala
Leu
Gly
Met
620
Cys
Ile
Arg
Val
Gly
700
Asp
Leu
Ser
Lys
Leu
780
Asp
Phe

Pro

Sequence; note

33

Thr
Lys
Met
525
Ser
Gln
val
Val
Gly
605
val
Arg
Ala
Phe
Ser
685
Met
Pro
Leu
Phe
Phe
765
Cys
Leu

Gly

Ala

Val
Lys
510
Pro
Cys
Arg
Ala
Ile
590
Pro
Val
Gln
Vval
Pro
670
Met
Leu
Lys
Phe
Ala
750
Ile
Thr
Leu

Pro

Tyr
830

PCT/US2004/025459

Pro
495
Ser
Gly
Pro
Arg
Leu
575
Phe
Met
Pro
Ala
Arg
655
Arg
Ala
Ala
Ile
Asn
735
Thr
Phe
vVal
Lys

815
Phe

val
vVal
Thr
Gly
Pro
560
Leu
Trp
Cys
Val
Leu
640
Ser
Ala
Phe
Thr
Thx
720
Thr
Met
Leu
Met
Thr

800
Cys

Asn -’
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Met
1
Pro
Gly
Ala
Phe

65
Glu

Tyr
Ser
Cys
His
145
Leu
Arg
Gln
val
Ile
225
Gly
Gln
Leu
ser
Thx

305
val

Ala
Arg
Leu

385
Ala

Leu

Leu
Gly
Asp

Gly
50

Ser
Glu
Asp
Leu
Asn
130
Ser
Met
Glu
Leu
Ala
210
Phe
Leu
Asp
Phe
Ser
290
Ser
Leu
val
Leu
Cys
370
Asn

Gln

Gln

Thr

Gly
Thr

Tyr
35

Leu
Ser
Ile
Leu
Met
115
Tyr
Ser
Pro
Thr
Thr
195
Ala
Ser
Val
Val
Ala
275
Arg
Asp
Gly
Lys
Gly
355
Pro
His
Ala

Asp

Phe

Pro
Gly
20

val

Arg

Asn
Asn
Phe
100
Phe
Thry
Glu
Gln
Phe
180
Ala
Leu
Ala
Pro
Leu
260
Ser
Leu
Leu
Phe
Thr
340
Glu
Gln
His
Leu

Pro
420

His

Ala
Ala
Leu

Ser

Gly
Asn
85

Asp
Leu
Gln
Leu
Val
165
Pro
Ala
Gly
Leu
Leu
245
His
Val
Ser
Val
Leu
325
His
Arg
Cys
Gln
His

405
val

Val

Val Leu
Pro Leu
Gly Gly

Arg Thr
55

Leu Leu
70
Lys Ser

Thr Cys
Ala Lys

Tyr Gln
135

Ala Met

150

Ser Tyr

Ser Phe
Ala Glu

Ser Asp
215

Ala Ala

230

Pro Arg

Gln Val
His Ala
Pro Lys
295
Met Gly
310
Gln Arg
Leu Ala
Glu Gln
Asp Cys
375
Thr Phe
390
Asn Thr

Lys Pro

Gly Gly

Gly
Cys
Leu
40

Arg
Trp
Asp
Ser
Ala
120
Pro
Val
Gly
Phe
Leu
200
Asp
Ala
Ala
Asn
Ala
280
val
Leu
Gly
Leu
Gly
360
Ile

Serxr

Leu

Trp

Leu

Leu

Leu

25
'Phe

Pro

Ala
Leu
Glu
105
Gly
Arg
Thr
Ala
Arg
185
Leu
Glu
Arg
Asp
Gln
‘265
His
Trp
Pro
Ala
Ala
345
Leu
Thr
val
Gln

Gln
425

Pro

Ser
10

Ser
Pro

Ser

Leu
Leu
90

Pro
Ser
Val
Gly
Ser
170
Thr
Gln
Tyr
Gly
Asp
250
Ser
Ala
Val
Gly
Gln
330
Thr
Glu
Leu
Tyx
Cys

410
Leu

Leu

Leu
Gln
Leu
Ser
Ala
75

Pro
val
Arg
Leu
Lys
155
Met
Val
Glu
Gly
Ile
235
Ser
Ser
Leu
Ala
Met
315
Leu
Asp
Glu
Gln
Ala
395

Asn

Leu

Arg

34

Trp
Gln
Gly

Bro
60

Met
Gly
Val
Asp
Ala
140
Phe
Glu
Pro
Phe
Arg
220
Cys
Arg
Val
Phe
Ser

300
Ala

Pro
Asp
Asn
380
Ala
Ala

Glu

Phe

Ala
Leu
Glu
45

val
Lys
Leu
Ala
Ile
125
val
Phe
Leu
Ser
Gly
205
Gln
Ile
Leu
Gln
Asn
285
Glu
Gln
Glu
Ala
Val
365
val
val

Ser

Asn

Asp

Leu
Arg
30

Ala

Cys

Met
Arg
Met
110
Ala
Ile
Ser
Leu
Asp
190
Trp
Gly
Ala
Gly
val
270
TYyY
Ala
Met
Phe
Phe
350
val

Ser

Tyr

Gly

Met
430

Ser

PCT/US2004/025459

Leu
15

Met
Glu

Thr

Ala
Leu
95

Lys
Ala
Gly
Phe
Ser
175
Arg
Asn
Leu
His
Lys
255
Val
Ser
Trp
Gly
Pro
335
Cys
Gly
Ala
Ser
Cys

415
Tyr

Serx

His
Lys
Glu
Arg
Val
80

Gly
Pro
Tyr
Pro
Phe
160
Ala
Val
Txp
Ser
Glu
240
Val
Leu
Ile
Leu
Thr
320
Gln
Ser
Gln
Gly
val
400

Pro

Asn

Gly

loe
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Asn
val
465
Glu

Ser

Gly

Glu
545
Phe
Cys
Tyr
Phe
Pro
625
His
Glu
Cys
Thr
Pro
705
His
Asn
Ser
Leu
Val
785
Cys
Leu

Sexr

Arg

435
Val Asp
450
Pro Arg

Arg Leu
Arg Cys

Phe His
515

Arg Gln

530

Trp Sex

Leu Glu
Leu Val

Trp Asp
595

Gly Leu

610

Gly Arg

Leu Pro
Ile Phe

Ser Tyr
675

Leu Vval

690

Glu Vval

Cys Arg
Ala Val

Gln Pro
755

Ala Tyr

770

Gln Vval

Ala Leu
Leu Trp
Pro Lys

835

Gly His
850

<210> 25
<211> 857
<212> PRT

Met
Leu
Lys
Ser
500
Ser
Asn
Pro
Trp
Leu
580
Ser
Ile
Pro
Leu
Val
660
Leu
Glu
Val
Met
Leu
740
Gly
Phe
Ala
Gly
Leu
820
Glu

Ser

Pro
Glu
Gly
565
Gly
Pro
Cys
Arg
Thr
645
Glu
Arg
Ala
Thr
Arg
725
Ala
Arg
Ile
Tyr
Ile
805
Pro

Ala

Glu

Tyr
Asp
470
Arg
Gln
Cys
Asp
Arg
550
Glu
Leu
Leu
Leu
Ser
630
Gly
Ser
Gly
Ala
Asp
710
Ser
Phe
Tyr
Ile
Gln
790
Leu

Glu

Ser

Asp
455
Val

Trp
Cys
Tyr
Asp
535
Ser
Pro
Thr
val
Gly
615
Ala
Cys
Glu

Pro

Leu
695
Trp

Trp
Leu

Asn

Trp
775
Pro
Ala

Leu

Asp

Ile
Thr
Ala
Leu
Gln
600
Leu
Ser
Leu
Leu
Trp
680
Cys
Gln
val
Cys
Arg
760
Val
Ala
Thr

Asn

Gly
840

Lys
Arg
Thr
Glu
505
Cys
Ala
Arg
Val
Ala
585
Ala
Phe
Cys
Ser
Pro
665
Ala
Ala
Val
Ser
Phe
745
Ala
Ser
Val
Phe
Thr

825
Asn

Leu
Phe
Ser
490
Gly
Val
Cys
Cys
Leu
570
Ala
Ser
Cys
Leu
Thr
650
Leu
Trp
Trp
Leu
Leu
730
Leu
Arg
Phe
Gln
His
810
Gln

Ser

Trp
Asn
475
Asp
Gln
Asp
Thr
Phe
555
Ser
Leu
Gly
Leu
Ala
635
Leu

Ser

Leu

Pro
715
Gly
Gly
Gly
Val
Met
795
Leu

Glu

Gly

35

val
460
Gly

Val
Cys
Phe
540
Arg

Leu

Gly.

Gly
Ser
620
Gln
Phe
Trp
Val
Leu
700
Thy
Leu
Thr
Leu
Pro
780
Gly
Pro

Phe

Ser

445
Trp

Ser
Gln
Arg
Glu
525
Cys
Arg
Leu
Leu
Ser
605
Val
Gln
Leu
Ala
val
685
Met
Glu
Val
Phe
Thr
765
Leu
Ala
Lys
Phe

Sexr
845

Gln
Leu
Lys
Arg
510
Ala
Gly
Arg
Leu
Phe
590
Leu
Leu
Pro
Gln
Asn
670
Leu
Ala
Val
His
Leu
750
Phe
Leu
Ile
Cys
Leu

830
Glu

PCT/US2004/025459

Gly
Arg
Pro
495
val
Gly
Gln
Ser
Leu
575
Val
Phe
Leu

Met

Ala
655

Trp
Leu
Phe
Leu
Ile
735
Val
Ala

Ala

Leu

Tyr
815
Gly

Ala

Ser
Thr
480
Val
Lys
Ser
Asp
Arg
560
Leu
His
Cys
Phe
Ala
640
Ala
Leu
Ala
Pro
Glu
720
Thr
Gln
Met
Asn
Phe
800
Val
Arg

Thx

209



WO 2005/015158

<213> Artificial Sequence

<2205
<223> Description of BArtificial
synthetic construct

<400> 25
Met Pro Gly Leu Ala Ile Leu Gly
1 5
Leu Gly Met Gly Ser Ser Leu Cys
20
Gly Asp Tyr Ile Leu Gly Gly Leu
35 40
Ala Thr Leu Asn Gln Arg Thr Gln
50 55
Phe Ser Pro Leu Gly Leu Phe Leu
65 70
Glu Glu Ile Asn Asn Gly Sexr Ala
85
Tyr Asp Leu Phe Asp Thr Cys Ser
100
Ser Leu Met Phe Met Ala Lys Val
115 120
Cys Asn Tyr Thr Gln Tyr Gln Pro
130 135
His Ser Ser Glu Leu Ala Leu Ile
145 150
Leu Met Pro Gln Val Ser Tyr Ser
165
Arg Glu Thr Phe Pro Ser Phe Phe
' 180
Gln Leu Gln Ala Val Val Thr Leu
195 200
Val Ala Ala Leu Gly Ser Asp Asp
210 215
Ile Phe Ser Gly Leu Ala Asn Ser
225 230
Gly Leu Val Pro Gln His Asp Thr
245
Val Asp Val Leu Arg Gln Val Asn
' 260
Leu Phe Ala Ser Ala Arg Ala Val
275 280
Leu His Asp Leu Ser Pro Lys Val
290 295
Thr Ser Asp Leu Val Met Thr Leu
305 310
Val Leu Gly Phe Leu Gln Arg Gly
. 325
Tyr Val Glu Thr Arg Leu Ala Leu
340
Ser Leu Lys Ala Glu Leu Asp Leu
355 360
Cys Ser Gln Cys Asp Tyr Ile Met
370 378
Met Gln Asn Leu Ser Ala Gly Gln
385 390

Sequence; note

Leu
Leu
25

Phe
Pro
Ala
Leu
Glu
105
Gly
Arg
Thr
Ala
Arg
185
Leu
Asp
Arg
Ser
Gln
265
Tyr
Trp
Pro
Ala
Ala
345
Glu

Leu

Leu

Ser Leu

10

Ser Gln

Pro Leu

Asn CGly

Met

Ala
75

Leu Pro

90
Pro

Ser

Val

Val

Gln

Leu

Gly Lys

Ser
170
Thr

155
Met

Val

Gln Asn

Tyr Gly

Gly Ile

235

Gly Gln

250

Ser Lys

Ser

Val

Leu

Ala

Asn Ile

315

Leu Leu

330

Ala Asp

Glu Arg

Gln Asn

His
395

36

Ala
Gln
Gly
Ile
60

Met
Gly
Val
Ser
Ala
140
Phe
Asp
Pro
Phe
Arg
220
Cys
Gln
val
Phe
Ser
300
Ala
Pro
Pro
Val
Leu

380
Gln

Ala
Phe
Thr
45

Leu
Lys
Leu
Thr
Ile
125
val
Phe
Arg
Ser
Ser
205
Glu
Ile
Leu
Gln
Ser
285
Glu
Arg
Glu
Thr
Met
365

Ser

Ile

Phe
Lys
30

Thr
Cys
Met
Arg
Met
110
Ala
Ile
Ser
Leu
Asp
190
Trp
Gly
Ala
Gly
Val
270
Tyr
Ser
Val
Phe
Phe
350
Gly

Ser

Phe

PCT/US2004/025459

Leu
15

Ala
Glu
Thr
Ala
Leu
95

Lys
Ala
Gly
Phe
Ser
175
Arg
Asn
Leu
His
Lys
255
Val
Ser
Trp
Gly

Ser
335

Cys
Pro
Gly

Ala

Glu
Gln

Glu

val
80

Gly
Pro
Tyr
Pro
Phe
160
Asp
Val
Trp
Ser
Glu
240
Val
Val
Ile
Leu
Thr
320
His
Ala
Arg

Leu

Thr
400

N0
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Tyr
Cys
Leu
Leu
Met
465
Phe
Asn
val
Cys
Pro
545
Pro
Leu
Gly
Gly
Ser
625
Gln
Phe
Trp
Val
Leu
705
Thr
Leu
Thr
Leu
Pro
785
Gly
Pro

Phe

Asn

Ala
Asn
Leu
Gln
450
Trp
Asn
Gln

Arg

Lys
530

Cys

Arg
Leu
Leu
Pro
610
Val
Gln
Leu
Ala
Val
690
val
Glu
Ala
Phe
Thr
770
Leu
Ala
Arg

Phe

Thr

Ala
val
Glu
435
Phe
vVal
Gly
Val
Arg
515
Ala
Gly
Arg
Leu
Phe
595
Leu
Leu
Pro
Gln
Asp
675
Leu

Ala

Ala

Leu
755
Phe
Leu
Leu
Cys
Leu

835
Gly

val
Ser
420
Asn
Asp
Trp
Thr
Pro
500
val
Gly
Lys
Pro
Leu
580
Val
Ala
Leu
Leu
Ala
660
Arg
Leu
Phe
Leu
Ala
740
Val
Ala
Ala

Leu

Tyxr
820
Gly

Asn

Tyr
405
His
Met
Ala
Gln
Leu
485
Val
Lys
Ser
Asp
Lys

565
Leu

Phe
Ser
645
Ala
Leu
Ala
Pro
val
725
Thr
Arg
Met
Asn
Leu
805
Leu

Gly

Gln

Ser
Cys
Tyr
Lys
Ser
470
Gln

Ser

Pro
630
His
Glu
Ser
Met
Pro
710
His
Asn
Ser
Leu
Val
790
Cys
Leu

Gly

Gly

Vval Ala
His Thr

Asn Met
440

Gly Ser

455

Pro Thr

Leu Gln
Gln Cys
Phe His

520

Arg Lys
535

. Txp Ser

Leu Glu
Leu Ala

Arg Asp
600

Gly Leu

615

Gly Gln

Leu Pro

Ile Phe

Gly Cys
680

Leu Val

695

Glu Vval

Cys Arg
Ala Thr
Gln Pro
760
Ala Tyr
775
Gln val
Val Leu
Met Arg
Pro Gly

840
Lys His

Gln
Ser
425
Ser
Val
Pro
His
Ser
505
Ser
His
Pro
Trp
Leu
585
Ser
Vval
Pro

Leu

Val
665

Leu

Glu
Val
Thr
Leu
745
Gly
Phe
Val
Gly
Gln
825
Asp

Glu

Ala
410
Glu
Phe
Asp
Val
Ser
490
Arg
Cys
Pro
Glu
Gly
570
Gly
Pro
Cys
Ser
Thr
650
Glu
Arg
Val
Thr
Axg
730
Ala
Arg
Ile
Leu
Ile
810

Pro

Ala

Leu
Pro
Arg
Met
Leu
475
Lys
Gln
Cys
Asp
Lys
555
Glu
Leu
Leu
Leu
Pro
635
Gly
Ser
Gly
Ala
Asp
715
Ser
Phe
Tyr
Thr
Arg
795
Leu

Gly

Gln

37

His
Val
Ala
Glu
460
His
Met
Cys
Tyr
Asp
540
Ser
Pro
Val
vVal
Gly
620
Ala
Cys
Glu
Pro
Leu
700
Trp
Trp
Leu
Asn
Trp
780
Pro
Ala

Leu

Gly

Asn
Gln
Arg
445
Tyx
Thr
Tyr
Lys
Asp
525
Phe
Thr
Ala
Leu
Gln
605
Leu
Arg

Leu

Leu

Trp
685
Cys
His
Val
Cys
Arg
765
val
Ala
Ala

Asn

Gln
845

Thr
Pro
430
Asp
Asp
val
Trp
Asp
510
Cys
Thr
Thr
val
Ala
590
Ala
val
Cys
Ser
Pro
670
Ala
Thr
Met
Ser
Phe
750
Ala
Ser
val
Phe
Thr

830
Asn

PCT/US2004/025459

Leu
415

Trp
Leu
Leu
Gly
Pro
495
Gly
Val
Cys
Cys
Leu
575
Ala
Ser
Cys
Leu
Thx

655
Leu

Trp
Trp
Leu
Phe
735
Leu
Arg
Phe
Gln
His
815

Pro

Asp

Gln
Gln
Thr
Lys
Thr
480
Gly
Gln
Asp
Thr
Leu
560
Leu
Leu
Gly
Leu
Ala
640
Leu
Ser
Leu
Tyr
Pro
720
Gly
Gly
Gly
val
Met
800
Leu

Glu

Gly

TA
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<210>
<211>
<212>
<213>

850

<220>

<223>

26

840
PRT
Artificial Sequence

855

Description of Artificial

synthetic construct

<400> 26

Met
1
Val

Tyr
Val
Lys
65

Glu
Glu
Tyr
Ser
Glu
145
Gln
Phe
Ala
Leu
Glu
225
Pro
Leu
val
Leu
305
Thr

Glu

Thr

Gly
Leu
Leu
His
50

Val
Ile
Ile
Phe
Asn
130
Ser
Ile
Pro
Met
Val
210
Arg
Thr
val
Val
Arg
290
Ile
Phe

Phe

Ser

Pro
Ala
Leu
35

Leu
Ile
Asn

val

Leu
115

Tyxr
val
Thr
Ala
val
195
Ser
val
Leu
Thr
Phe

275
Gln

Asp.

Leu
Arg

Gln

Arg
Glu
20

Gly
Asn
Gly
Asn
Asp
100
Ala
Ile

Met

Leu
180
Gln
Ser
Ala
Gln
Ile
260
Ser
Asn
Pro
Gly
Glu

340
Ser

Ala
5

Pro
Gly
Phe
Tyr
Asp
85

val
His
Ser
Thr
Ser
165
Leu
Leu
Asp
Arg
Pro
245
val
Pro
Phe
Val
Ile
325
Trp

Tyx

Lys
Ala
Leu
Leu
Asn
70

Ser
Cys
Glu
Arg
Val
150
Ala
Arg
Met
Thr
Arg
230
Asn
Asp
Asp
Thr
Leu
310
Thr

Gly

Thr

Thr Ile
Glu Asn

Phe Ser
40

Gln Vval

55

Leu Met

Ser Leu
Tyr Ile
Asp Asn

120
Val Vval

135
Ala Asn

Ile Ser
Thr Thr

Leu His
200

Tyr Gly
215
Asp Ile
Gln Asn
Lys Leu
Leu Thr
280
Gly Ala
295
His Asn
Ile Gln
Pro Gln

Cys Asn

Sequence; note

Cys
Ser
25

Leu
Pro
Gln
Leu
Ser
105
Leu
Ala
Phe
Asp
Pro
185
Phe
Arg
Cys
Met
Gln
265
Leu
val
Leu
Ser
Ala

345
Gln

Ala
Pro
90

Asn
Leu
Val
Leu
Glu
170
Ser
Arg
Asp
Ile
Thr

250
Gln

Trp
Thr
val
330
Gly

Glu

Leu
Phe
Ala
Cys
Met
75

Gly
Asn
Pro
Ile
Ser
155
Leu
Ala
Trp
Asn
Ala
235
Sexr
Ser
His
Ile
Glu
315
Pro

Pro

Cys

38

Phe

Asn
Lys
60

Arg
Val
val
Ile
Gly
140
Leu
Arg
Asp
Asn
Gly
220
Phe
Glu
Thr
Phe
Ala
300
Leu
Ile

Pro

Asp

Phe
Leu
Met
45

Glu
Phe
Leu
Gln
Gln
125
Pro
Phe
Asp
His
Trp
205
Gln
Gln
Glu
Ala
Phe
285
Ser
Gly
Pro

Pro

Asn

Leu
Pro
30

Lys
Tyr
Ala
Leu
Pro
110
Glu
Asp
Leu
Lys
Hise
190
Ile

Leu

Glu

Leu
350
Cys

PCT/US2004/025459

Leu
15

Gly
Gly
Glu
val
Gly
Val
Asp
Asn
Leu
val
175

Val

Ile

Teu

Thr
Gln
255
val
Glu
Sex
Leu
Phe
335

Ser

Leu

Trp
Asp
Ile
Val

Glu
80

Tyr |

Leu
Tyr
Ser
Pro
160
Arg
Glu
val
Gly
Leu
240
Arg
val
Val
Trp
Gly
320
Ser

Arg

Asn

2\t
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Ala
val
385
Ser
Pro
Asp
Glu
Val
465
Ile
Lys
Cys

Thr

Tyr
545
Leu
Leu
Thr
Gly
Pro
625
Phe
Ile
Val
Gln
Ala
705
Glu
Leu
Glu
Phe

Lys
785

Thr
370

Tyx

Leu

Ser

Arg
Cys
Glu
530
Gln
Arg
Leu
Pro
Ser
610
Thr
Thr
Ile
Gln
Leu
690
Arg
Thr
Ser
Asn
val

770
TyTr

355
Leu

Ser
Leu
Gln
Gln

435
val

Ser

Trp

Cys
Phe
515
Asp
Ser
Glu
Leu
Val
595
Leu
Arg
Ile
Phe
Asn
675
Leu
Glu
Asn
Ile
Tyr
755

Ser

Leu

Ser
val
Gly
Leu
420
Ile

Gln

Gln

500
Glu

Glu
Glu
His
Leu
580
val
Ala
Pro
Phe
Lys
660
His
Ile
Tyr
Ser
Ser
740

Asn

Trp

Pro

Phe

Tyr
Cys
405
Leu

Phe

Txp

Tyr

Thr
485

Ser
Cys
Tyr
Thr
Thr
565
Leu
Arg
Ala
Ala
Leu
645
Phe
Gly
Cys
Gln
Leu
725
Ala
Glu
Ile

Ala

Asn
Serx
390
Asp
Glu
Phe
Gln
Pro
470
val
Gly
Ile
Glu
Ser
550
Ser
Gly
Ser
Gly
Cys
630
Ser
Ser
Ala
Leu
Arg
710
Gly
Phe
Ala

Ala

Ala
790

Thr
375
Ala
Lys
Glu

Asp

Trp
455

Leu

Asn

Gln
Asp
Cys
535
Cys
Trp
Thr
Ala
Ser

615
Leu

cys
Thr
Gly
Thr
695
Phe
Phe
Ala
Lys
Phe

775
Asn

360
Ile

val
Ser
Ile
Pro
440
Asp
Gln

Asn

Lys
Cys
520
Gln
Phe
val
Ala
Gly
600
Gly
Leu
Leu

Lys

Leu
680

Trp
Pro
Ile
Cys
Cys
760
Phe

Met

Leu
Tyr
Thr
Txp
425
Gln

Arg

Arg
Thr
Lys
505
Leu
Ala
Lys
Leu
Gly
585
Gly
Ser
Arg
Thr
val
665
Phe
Leu
His
Leu
Ser
745
Val
Thr

Met

Arg
Ala
Cys
410
Lys
Gly

Ser

Gln

Ile
490

Lys
Pro
Cys
Arg
Leu
570
Leu
Arg
Leu
Gln
Val
650
Pro
val
Val

Leu

Ala
730

Tyr
Thx
Thr

Ala

Leu
Val
395
Thr
Val
Asp
Gln
Leu
475
Pro
Pro
Gly
Pro
Gln
555
Ala

Phe

Leu

Ala
635
Arg
Thr
Met
vVal
val
715
Phe
Leu
Phe
Ala

Gly
795

39

Ser
380
Ala
Lys
Asn

Val

Asn
460

Lys

Met

Val
Thr
Asn
540
Leu
Ala
Ala
Cys
Gly
620
Leu
Ser

Phe

Ile
Trp
700
Met
Leu

Gly

Ser

-Ser

780
Leu

365
Gly

His
Arg
Phe
Ala
445
Pro

Asn

Ser

Gly
Phe
525
Asn
Val
Asn
Trp
Phe
605
Phe
Phe
Phe
Tyr
Ser
685
Thr
Leu
Tyr
Lys
Leu
765
Val

Ser

Glu
Ala
Val
Thr
430

Leu

Phe

Ile
Met
Ile
510
Leu
Glu
Phe
Thr

His
590
Leu
Phe
Ala
Gln
His
670
Ser
Pro
Glu
Asn
Asp
750
Leu

Tyr

Ser

PCT/US2004/025459

Gln

Cys
495

His
Asn
Trp
Leu
Leu
575
Leu
Met
Gly
Leu
Leu
655
Ala
Ala
Leu
Cys
Gly
735
Leu
Phe
Asp

Leu

val
His
400
Tyr
Leu
Leu
Ser
Asp

480
Ser

Ser
Glu
560
Leu
Asp
Leu
Glu
Gly
640
Ile
Trp
Ala
Pro
Thr
720
Leu
Pro
Asn

Gly

Ser
800

13
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Ser Gly Phe Gly Gly Tyr Phe Leu
' 805
Arg Pro Asp Leu Asn Ser Thr Glu
820
Tyr Thr Arg Arg Cys Gly Ser Thr
835 840

<210> 27

<211> 840

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<2235 Description of Artificial
synthetic comstruct

<400> 27
Met Leu Leu Cys Thr Ala Arg Leu
1 5 ‘
Cys Cys Trp Ala Phe Ala Cys His
20
Thr Leu Pro Gly Asp Tyr Leu Leu
35 . 40
Gly Cys Leu Gln Val Arg His Arg
50 55
Ser Cys Ser Phe Asn Glu His Gly
65 70
Leu @Gly Vval Glu Glu Ile Asn Asn
85
Thr Leu Gly Tyr Gln Leu Tyr Asp
100
Tyr Ala Thr Leu Arg Val Leu Ser
115 120
Leu Gln Gly Asp Leu Leu His Tyr
130 ’ 135
Gly Pro Asp Ser Thr Asn Arg Ala
145 150
Pro Phe Leu Val Pro Met Ile Ser
165
Ser Val Lys Arg Gln Tyr Pro Ser
180
Lys Tyr Gln Val Glu Thr Met Val
195 . 200
Thr Trp Ile Ser Leu Val Gly Ser
210 215
Val Gln Ala Leu Glu Asn Gln Ala
225 230
Phe Lys Asp Ile Met Pro Phe Ser
245
Gln Cys Leu Met Arg His Leu Ala
260
Val Phe Ser Ser Arg Gln Leu Ala
275 280
Leu Thr Asn Leu Thr Gly Lys Val
290 295
Leu Ser Arg His Ile Thr Gly Val
305 310

PCT/US2004/025459

Pro Lys Cys Tyr Val Ile Leu Cys

810

815

His Phe Gln Ala Ser Ile Gln Asp

825

Sequence; note

Val Gly Leu Gln

Ser
25

Ala
Pro
Tyr
Ser
val
105
Leu

Ser

Ala

Phe
185
Leu
Ser
Thr
Ala
Gln
265
Arg
Trp

Pro

10
Thr Glu

Gly Leu
Glu val
His Leu
75
Thr Ala
90
Cys Ser
Pro Gly
Pro Thr
Thr Thr
155
Ala Ala
170 -
Leu Arg
Leu Leu
Asp Asp
Gly Gln
235
Gln Vval
250
Ala Gly
Val Phe
val Ala

Gly Ile
315

40

Ser
Phe
Thr
60

Phe
Leu
Asp
Gln
val
140
Ala
Ser

Thr

Gln

Tyr
220
Gly
Gly
Ala
Phe
Ser

300
Gln

Leu
Ser
Pro
45

Leu
Gln
Leu
Ser
His
125
Leu
Ala
Ser
Ile
Lys
205
Gly
Ile
Asp
Thx
Glu
285
Glu

BArg

830

Leu
Pro
30

Leu
Cys
Ala
Pro
Ala
110
His
Ala
Leu
Glu
Pro
190
Phe
Gln
Cys
Glu
Val
270
Sexr

Ala

Ile

Met
Asn
95

Asn
Ile
Val
Leu
Thr
175
Asn
Gly
Leu
Ile
Arg
255
Val
val
Trp

Gly

Ser
Phe

Ser

Arg
80

Ile
Val
Glu
Ile
serxr
160
Leu
Asp
Trp
Gly
Ala
240
Met
val
Vval
Ala

Met
320

Y
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Val Leu Gly

Phe
His
Ala
Ser
385
His
Tyr
His
Tyr

val

465

Thr

His
Asn
Ala
545
Glu
Gly
Gln
Leu
Pro
625
Cys
val
Trp
Leu
Pro
705
Cys
Leu

Leu

Phe

Glu
Lys
Phe
370
Ala
Gln
Pro
Lys
Agn
450
Leu
Lys
Ser
His
Lys
530
Pro
Trp
Phe
Thr
Thr
610
Pro
Phe
Cys
val
Lys
690
Thr
Asn
Leu

Pro

Tyr

Glu
Gly

355
Met

Tyx
Leu
Trp
Asp
435
Ile
Gly
Ile
Ser
Cys
5158

Ser

Glu

Leu
Pro
595
Leu
Lys
Thr
Ala
Arg
675
Met
Thr
Pro
Leu
Thr

755
Phe

Val
Ala
340
Serx
Ala
Asn
Leu
Gln
420
Thr
Ile

Ser

Gln

Asp .

500
Cys

Asp
Gly
Glu
Ser
580
Ile
Leu
val

Ile

Phe
660

Tyr
val
Arg
Asn
Ser
740

Asn

Thr

Ala
325

Tyr

Trp

Ala
Gly
405
Leu
Val
Ala

Ser

Trp
485
Cys
Phe
Leu
Ser
Ala
565
Thr
val
Leu
Ser
Cys
645
Lys
Gln
Ile
Thx

725
Val

Tyr

Ser

Ile
Ala
Cys
Thr
390
Cys
Leu
Ala
Trp
Thr
470
His
Leu
Glu
Tyr
Gln
550
Pro
Leu
Arg
Val
Thr
630
Ile
Met
Gly
val
Asp
710
Arg
Val

Asn

Ser

Gln
Arg
Ser
Met
375
Arg
Ala
Glu
Phe
Asp
455
Trp
Gly
Glu
Cys
Arg
535
Thr
Thr
Ala
Ser
Ala
615
Cys
Ser
Ala
Pro
val
695
Pro
Asn
Gly
Glu

val

Lys
Ala
Ser
360
Pro
Ala
Ser

Gln

Asn
440

Trp
Ser
Lys
Gly
Val
520
Cys
Cys
Ile

Ile

Ala
600

Tyr
Leu
Cys
Ser

Tyr
680
Ile
Asp
Ser
Phe
Ala

760
Ser

Arg
Asp
345
Asn
Lys
Vval
Gly
Ile
425
Asp
Asn
Pro
Asp
His
505
Pro
Gln
Phe
Ala
Leu
585
Gly
Met
Cys
Ile
Arg
665
Val
Gly
Asp
Leu
Ser
745
Lys

Leu

Ala
330
Lys
Gln
Leu
Tyr
Ala

410
His

Gly
Val
Asn
490
Gln
Cys
Pro
Pro
val
570
Val
Gly
Val
Arg
Ala
650
Phe
Ser
Met
Pro
Leu
730
Phe
Phe

cys

Val
Lys
Lel
Lys
Ala
395
Cys
Lys
Arg
Pro
Gln
475
Gln
Arg
Gly
Cys
Arg
555
Ala
Ile
Pro
Val
Gln
635
Val
Pro
Met
Leu
Lys
715
Phe
Ala
Ile

Thr

41

Pro
Ala
Cys
Ala
380
Val
Ser
val
Asp
Lys
460
Leu
Val
val
Ala
Gly
540
Thr
Leu
Phe
Met
Pro
620
Ala
Arg
Arg
Ala
Ala
700
Ile
Asn
Tyr
Thr

Phe

Gly
Pro
Arg
365
Phe
Ala

Arg

Pro
445

Trp
Asn
Pro
Val
Gly
525
Lys
Val
Leu
Trp
Cys
605
val
Leu
Ser
Ala
Phe
685
Thr
Thr
Thr
Met
Leu

765
Met

Leu
Arg
350
Glu
Ser
His
Gly
Phe
430
Leu
Thx
Ile
Lys
Thr
510
Thx
Glu
Val
Ala
Arg

590
Phe

Tyr
Phe

Phe

TyX
670
Ile
Gly
Ile
Sex
Gly
750

Ser

Ser

PCT/US2004/025459

Lys
335
Pro

Cys
Met
Gly
Axg
415
Leu
Ser
Phe
Asn
Ser
495
Gly
Phe
Glu
Phe
Ala
575
His
Leu
Val
Pro
Gln
655
Ser
Thr
Leu
val
Leu
735
Lys
Met

Ala

Ala
Cys
Gln
Ser
Leu
400
Val
Leu
Serxr
Thr
Glu
480
val
Phe
Leu
Trp
Leu
560
Leu
Phe
Met
Gly
Leu
640
Ile
Tyr
Val
Ser
Ser
720
Asp
Glu

Thr

Tyr

2\s
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Ser
785
Leu

Leu

Gln

<210>
<211l>
<212>
<213>

770
Gly

Val

775

780

Leu Vai Thr Ile Val Asp Leu Leu Val Thr Val

790

795

Leu Ala Ile Ser Leu Gly Tyr Phe Gly Pro Lys Cys Tyxr

805

Phe Tyr Pro Glu Arg Asn Thr

Gly Tyr

<220>

<223>

<400> 28

28

1123
PRT
Artificial Sequence

835

820

Thr Met Arg Arg Asp

synthetic construct

Leu Gln Val Arg

1
Ser

Val
Gly
Thr
65

Gly
Asp
Leu
Lys
Gln
145
Ile
Ala
Asp
Leu
Ser
225
Asn
Arg

Gly

Glu

Phe
Glu
Tyxr
50

Leu
Asp
Ser
Val
Arg
130
Val
Ser
Leu
Ile
Met
210
Ser
Leu
His
vVal

Ala

Asn
Glu
35

Gln
Arg
Leu
Thr
Pro
115
Gln
Glu
Leu
Glu
Met
195
Arg
Arg
Thr
Ile

Ala
275
TyY

Glu
20

Ile
Leu
Val
Leu
Asn

100
Met

‘TYr
Thr
Val
Asn
180
Pro
His
Gln
Gly
Thr
260
Ile

Ala

Asn
Tyr
Leu
His
85

Arg
Ile
Pro
Met
Gly
165
Gln
Phe
Leu
Leu
Lys
245
Gly
Gln

Arg

Arg
Gly
Asn
Asp
Ser
70

Tyxr
Ala
Ser

Ser

Val
150

Ser

Ala
Ser
Ala
Ala
230
val
val
Lys

Ala

Pro
Tyr
Ser
Val
55

Leu
Ser
Ala
Tyr
Phe
135
Leu
Ser
Thr
Ala
Gln
215
Arg
Trp
Pro
Arg

Asp

840

Description of Axtificial

Thr
40

Cys
Pro
Pro
Thr
Ala
120
Leu
Leu
Asp
Gly
Gln
200
Ala
Val
Val
Gly
Ala

280
Lys

810

Pro Ala Tyr Phe Asn Ser

825

Sequence; note =

Val
Leu
25

Ala
Ser
Gly
Thr
Thr
105
Ala
Arg
Leu
Asp
Gln
185
Val
Gly
Phe
Ala
Ile
265
Val

Lys

Thr
10

Phe
Leu
Asp
Gln
val
80

Ala
Ser

Thr

Gln

Tyr
170
Gly
Gly
Ala
Phe
Ser
250
Gln

Pro

Ala

Leu
Gln
Leu
Ser
His
75

Leu
Ala
Ser
Ile
Lys
155
Gly
Ile
Asp
Thr
Glu
235
Glu
Arg
Gly

Pro

42

Cys Asp
Ala Met

Pro Asn
45

Ala Asn

60

His Ile

Ala Val
Leu Leu

Glu Thr
125

Pro Asn

140

Phe Gly

Gln Leu
Cys Ile
Glu Arg
205
Val val
220
Ser Val
Ala Trp
Ile Gly
Leu Lys

285
Axg Pro

830

Arg
Arg
30

Ile
Val
Glu
Tle
Ser
110
Leu
Asp
Trp
Gly
Ala
190
Met
val
Val
Ala
Met

270
Ala

cys

PCT/US2004/025459

Leu
Met

815
Met

Ser
15
Leu

Thr

Leu
Gly
95

Pro
Ser
Lys
Thr
Val
175
Phe
Gln
Val
Leu
Leu
255
val
Phe

His

Asn
800
Ile

Ile

Cys

Gly

Leu
Ala
Gln
80

Pro
Phe
Val
Tyr
Txrp
160
Gln
Lys
Cys
Phe
Thr
240
Sex
Leu

Glu

Lys

[ANS
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Gly
305
Met
Tyr
Leu
Trp
Asp
385
Ile
Gly
Ile
Ser
Cys
465
Ser
Glu
Ser
Leu
Pro
545
Gly
Thr
Ala
Ile
Met
625
Gln
Ile
Ser
Met
Phe
705
Ile

Ile

290
Ser

Ala

Asn

Leu

Gln
370

Thr -

Ile
Ser
Gln
Asp
450
Cys
Asp
Gly
Asp
Val
530
Val
Ile
Thr
Met
Leu
610
Sexr
Leu
Leu
Asn
Ser
690
Asn

Trp

Thr

Trp
His
Ala
Gly
355
Leu
Val
Ala
Ser
Trp
435
Cys
Phe
Leu
Ser
Ile
515
Thr
Val
Phe

Thr

Cys
595
Ala
Ala
Thr
Ser
Lieu
675
Cys
Glu

Leu

Thr

Cys
Thr

Tyr
340
Cys
Leu
Ala
Trp
Thr
420
His
Leu

Glu

Gln
500
Glu
Leu
Lys
Leu
Ser
580
yr
Gly
Trp

Leu

Tyr
660
Gly
Thr
Ala
Ala

Cys
740

Ser
Met
325
Arg
Ala
Glu
Phe

Asp
405
Trp

Gly

Glu

Arg
485
Thr
Ser
Phe
Ser
Gly
565
Cys
Ser
Ser
Ala
Val
645
Pro
Val
Tyr
Lys
Phe

725
Phe

Ser
310
Pro
Ala
Ser
Gln
Asn
390
Trp
Ser
Lys
Gly
val
470
Cys
Cys
Ile
Val
Ser
550
TYyr
Tyr
Ala
Lys
Gln
630
val
Ser
Val
Tyr
710
Val

Ala

295
Asn

Lys
Val
Gly
Ile
375
Asp
Asn
Pro
Asp
His
455
Pro
Gln
Phe
Ile
Thr
535
Ser
val
Leu
Leu
Lys
615
Va_l
Thr
Ile

Ala

Ala
695

‘Ile

Pro

val

Gln
Leu
Tyxr
Ala
360
His
Asn
Gly
Val
Asn

440
Gln

Pro
Pro
Ala
520
Leu
Arg
Cys
Gln
Val
600
Lys
Ile
Leu
Lys
Pro
680
Phe
Ala
Ile

Ser

Leu
Lys
Ala
345
Cys
Lys
Arg
Pro
Gln
425
Gln
Arg
Gly
Cys
Arg
505
Ile
Ile
Glu
Pro
Arg
585
Thr
Ile
Ile
Ile
Glu
665
Val
Lys
Phe
Tyxr

Leu
745

Cys
Ala
330
val
Sexr
Val
Asp
Lys
410
Leu
Val
Val
Ala
Gly
450
Thr
Ala
Phe
Leu
Phe
570
Leu
Lys
Cys
Ala
Ile
650
val
Gly
Thr
Thr
Phe

730
Ser

Arg
315
Phe
Ala
Arg
His

Pro
395

Trp
Asn
Pro
val

Gly

475

Lys
val
Phe
val
Cys
555
Thr
Leu
Thr
Thr
Ser
635
Met

Tyr

Arg
Met
715
Gly

Val

43

300
Glu

Ser
His
Gly
Phe
380
Leu
Thr
Ile
Lys
Thr
460
Thr
Glu
val

Ser

Leu
540

Tyr
Leu
Val
Asn
Arg
620
Ile
Glu
Leu

Asn

Asn
700

Tyr

Ser

Thr.

Cys
Met
Gly
Arg
365
Leu
Ser
Phe
Asn
Ser
445
Gly
Phe
Glu
Phe
Cys
525
Ile
Ile
Gly
Arg
605
Lys
Leu
Pro
Ile
Gly
685
Val
Thr

Asn

Val

Gln
Sexr
Leu
350
val
Leu
Ser
Thr
Glu
430
Val
Phe
Leu
Trp
Leu
510
Leu
Arg
Ile
Ala
Leu
590
Ile
Pro

Ile

Pro

Cys
670
Leu
Pro
Thr
Tyr

Ala
750

PCT/US2004/025459

Ala
Ser

335
His

val
415
Thr
Cys
His
Asn
Ala
495
Glu
Gly
Asp
Leu
Lys
575
Ser
Ala
Arg
Ser
Met
655
Asn
Leu
Ala
Cys
Lys

735
Leu

Phe
320
Ala
Gln
Pro
Lys
Asn
400
Leu

Lys

Ser

Lys
480
Pro

Trp
Ile
Thr
Ala
560
Pro
Ser
Arg
Phe
Val
640
Pro
Thr
Ile
Asn
Ile
720
Ile

Gly

2 (7
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Cys
Asn
Gly
785
Arg
Val
val
Asn
Gly
865
val
Ser
Pro
Ala
Gln
945
Leu
Pro
Leu

Leu

Gly

Met Phe Thr Pro

755
Val Arg
770
Asp Gly

Arg Lys
Ser Trp

Trp Gln
835

Gln Thr

850

Lys Ser

Glu Glu
Pro Ser

Pro Leu
915

Asp Ser

930

Pro Gln

Met Asp
Asp Phe

Arg Ser
995
Pro Leu
1010
Glu Asp

1025

Phe

Glu

Ala

Val Tyr
Glu Asp

Leu Thr

1075

Ser
Lys
Lys
Ser
820
Arg
Ala
Leu
Glu
Met
900
Pro
Vval
Gln
Gln
His
980
Leu
His
Ile
Glu

Leu

1060
Pro Pro Ser Pro Phe Arg Asp Ser Val Ala

Ala
Leu
Pro
805
Glu
Leu
val
Thr
Asp
885
Val
Pro
Ile
Pro
Leu

965
Ala

Tyr
Leu
Asp

Arg

1045

Lys
Phe
Pro
790
Gly
Pro
Ser
Ile
Phe

B70
Asn

Pro
Pro
950
Gln
Val
Pro

Ser

Asp

1030

Met
Thr
775
Cys
Ala
Gly
val
Lys

855
Ser

Leu
Lys
935
Pro
Gly
Leu

Pro

Thr

Tyr Ile
760
Thr Ser

Arg Ser
Gly Asn

Gly Arg
825

His Val

840

Pro Leu

Asp Ala
Pro Ser

Arg Arg
905

Thr Ala

920

Gly Leu

Gln Gln
Val Vval

Ala Gly
985
Pro Pro
1000
Phe Gln

1015

Asp

Ser Glu

Glu Gly Asn Thr

Pro Thr Ala Ser Lys

1065

1080

Ile Ile
Asp Val

Asn Thr
795

Ala RAsn

810

Gln Ala

Lys Thr
Thr Lys
Ser Thr
875
Ala His
890
Gly Pro
Glu Glu
Pro Pro
Pro Pro
555
Thr Asn
970
Pro Gly
Pro Pro

Glu Glu

Arg Phe
1035

Ala
Val
780
Phe
Ser
Pro
Asn
Ser
860
Lys
Phe
Pro
Thr
Pro
940
Gln
Phe
Thr

Gln

Ser

1020

Lys

Lys Pro
765
Arg Met

Leu Asn
Asn Gly

Lys Gly

830
Glu Thr
845

Tyr Gln
Thr Leu
Ser Pro

vVal Ala
910

Pro Leu

925

Leu Pro

Gln Pro
Gly Serxr
Pro Gly
290
Hig Leu
1005
Ile Ser

Leu Leu

Glu Glu Asp Glu Leu

1050

Leu Thr Pro Glu Asp

1070
Ser Gly Ser

1085

PCT/US2004/025459

Glu

Pro
895
Thr
Phe
Gln
Lys
Gly
975
Asn
Gln
Pro

Gln

Glu

1055

Ser

Arg
Val
Phe
800

Ser

His

Ser
Asn
880
Ser
Thr
Leu
Gln
Ser
9260
Ile
Ser
Met
Pro
Glu
1040
Glu

Pro

Ser Val Pro Ser Ser Pro Val Ser Glu Ser Val Leu Cys Thr Pro Pro

1090

1095

1100

Asn Val Thr Tyr Ala Ser Val Ile Leu Arg Asp Tyr Lys Gln Ser Ser
1105

Ser

Thr Leu

<210> 29
<211> 1172
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

1110

Artificial Sequence

synthetic construct

1115

44

Description of Artificial Sequence; note

1120

219
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<400> 29

Met
1
Val
Tyr
Val
Lys

65

Glu
Glu
Tyxr
Ser
Glu
145
Gln
Phe
Ala
Leu
Glu
225
Pro
Leu
Val
Leu
Ala
305
Thr
Glu
Thr
Ala
Val
385
Ser

Pro

Asp

Gly
Leu
Leu
His
50

Val
Ile
Ile
Phe
Asn
130
Ser
Ile
Pro
Met
Val
210
Arg
Thr
val
Val
Arg
290
Ile
Phe
Phe

Ser

Thr
370

Tyr
Leu

Trp

Pro
Ala
Leu
35

Leu
Ile
Asn
Val
Leu
115
Tyr
val
Thr
Ala

val
195

Ser

val
Leu
Thr
Phe
275
Gln
Asp
Leu
Arg
Gln
355
Leu
Ser
Leu

Gln

Gln

Arg
Glu
20

Gly
Asn
Gly
Asn
Asp
100
Ala
Ile
Met
Tyr
Leu
180
Gln
Ser

Ala

Gln

‘Ile

260
Ser

Asn
Pro
Gly
Glu
340
Ser
Ser
Val
Gly
Leu

420
Ile

Ala

Pro

Lys

Ala

Thr

Glu

Gly Leu Phe

Phe

Tyr
Asp

85
Val

Ser
Thr
Ser
165
Leu
Leu
Asp
Arg
Pro
245
Val

Pro

Phe

val

Ile
325

Trp
Tyr
Phe
Tyr
Cys
405

Leu

Phe

Leu
Asn
70

Ser
Cys
Glu
Arg
Val
150
Ala
Arg
Met
Thr
230
Asn
Asp
Asp
Thr
Leu
310
Thr
Gly
Thr
Asn
Ser
390
Asp

Glu

Phe

Gln
55

Leu
Ser
Tyr
Asp
Val
135
Ala
Ile
Thr

Leu

Tyr
215
Asp
Gln
Lys
Leu
Gly
285
His
Ile
Pro
Cys
Thr
375
Ala
Lys
Glu

Asp

Ile
Asn
Ser
40

Val
Met
Leu
Ile
Agsn
120
Val
Asn
Ser
Thr
His
200
Gly
Ile
Asn
Leu
Thx
280
Ala
Asn
Gln
Gln
Asn
360
Ile
Val
Ser

Ile

Pro

Cys
Ser
25

Leu
Pro
Gln
Leu
Ser
105
Leu
Ala
Phe
Asp
Pro
185
Phe
Arg
Cys

Met

Gln
265

Leu:

Val
Leu
Ser
Ala
345
Gln
Leu
Tyr
Thr
Trp

425
Gln

Ser Leu Phe

10
Asp

His
Met
Ala
Pro
90

Asn
Leu
val
Leu
Glu
170
Ser
Arg
Asp
Ile
Thr

250
Gln

Trp
Thr
Val
330
Gly
Glu
Arg
Ala
Cys
410
Lys

Gly

Phe

Ala

Met
75

Gly
Asn
Pro
Ile
Ser
155
Leu
Ala
Trp
Asn
Ala
235
Ser
Ser
His
Ile
Glu
315
Pro
Pro
Cys
Leu
Val
395
Thr
vVal

Asp

45

Tyr
Asn
Lys
60

Arg
Val
Val
Ile
Gly
140
Leu
Arg
Asp
Asn
Gly
220
Phe
Glu
Thr
Phe
Ala
300
Leu
Ile
Pro
Asp
Ser
380
Ala
Lys

Asn

Val

Phe
Leu
Met
45

Glu
Phe
Leu
Gln
Gln
125
Pro
Phe
Asp
His
Trp
205
Gln
Gln
Glu
Ala
Phe
285
Ser
Gly
Pro
Pro
Asn

365
Cly

Arg
Phe

Ala

Leu
Pro
30

Lys
Tyr
Ala
Leu
Pro
110
Glu
Asp
Leu
Lys
His
150
Ile
Leu
Glu
Arg

Arg

Asn

Glu
Ala
Val
Thr

430
Leu

PCT/US2004/025459

Leu
15

Gly
Gly
Glu
Val
Gly
95

val
Asp
Asn
Leu
Val
175
Val
Ile
Leu
Thr
Gln
255
Val
Glu
Ser
Leu
Phe
335
Ser
Leu
Arg
Leu
Val
415

Leu

His

Trp
Asp
Ile
Val
Glu
80

Tyr

Leu

Ser
Pro
160
Arg
Glu
Val
Gly ’
Leu
240
Arg
Val
Val
Trp
Gly
320
Ser
Arg
Asn
Val
His
400
Tyxr

Leu

Leu

PAR
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Glu
val
465
Ile
Lys
Cys
Thr
Tyr
545
Trp
Ile
Thr
Ala
Pro

625
Ser

Phe
Val
Pro
705
Thr
Ile
Asn
Ile
Ile
785
Gly
Arg
Val
Phe
Ser

865
His

Ile
450
Ala
Ser
Arg
Cys
Glu
530
Gln
Ser
Leu
Pro
Gly
610
Thr
Ala
Ile
Met
Gln
690
Ile
Ser
Met
Phe
Ile
770
Ile
Cys
Asn
Gly
Arg
850
Vval

val

435
Val

Ser
Trp
Cys
Phe
515
Asp
Ser
Asp
Val
vVal
595
Ile
Thr
Met
Leu
Ser
675
Leu
Leu
Asn
Ser
Asn
755
Txp
Thxr
Met
val
Asp
835
Arg

Ser

Trp

Gln
Tyr
His
Gln
500
Glu
Glu
Glu
Ile
Thr
580
Val

Phe

Thr

‘cys

Ala
660
Ala
Thr
Ser
Leu
Cys
740
Glu
Leu
Thr
Phe
Arg
820
Gly
Lys
Trp

Gln

Trp

Tyr
Thr
485
Ser
Cys
Tyxr
Thr
Glu
565
Leu
Lys

Leu

Ser

Tyr
645
Gly
Trp
Leu
Tyr
Gly
725
Thr
Ala
Ala
Cys
Thr
805
Ser
Lys
Lys

Ser

Arg
885

Gln
Pro
470
Vval
Gly
Ile
Glu
Ser
550
Ser
Phe
Ser
Gly
Cys
630
Ser
Ser
Ala
Val
Pro

710
Val

Tyr
Lys
Phe
Phe
790
Pro
Ala
Leu
Pro
Glu

870
Leu

Trp
455
Leu

Asn

Gln

Asp
cys
535
Cys
Ile
Val

Ser

Tyr
615
Tyr
Ala
Lys
Gln
Val
695
Ser
Val
Tyr
Tyxr
Val
775
Ala
Lys
Phe
Pro
Gly
855

Pro

Ser

440
Asp

Gln
Asn
Lys
cys
520
Gln
Phe
Ile
Thr
Ser
600
Val
Leu
Leu
Lys
Val
680
Thr
Ile
Ala
Ala
Ile
760
Pro
val
Met
Thx
Cys
840
Ala

Gly

Val

Arg
Arg
Thr
Lys
505
Leu
Ala
Lys
Ala
Leu
585
Arg
Cys
Gln
Val
Lys
665
Ile
Leu
Lys
Prb
Phe
745
Ala
Ile
Ser
Tyr
Thr
825
Arg
Gly
Gly

His

Ser
Gln
Ile
490
Lys
Pro
Cys
Arg
Ile
570
Ile
Glu
Pro
Arg
Thr
650
Ile
Ile
Ile
Glu
val
730
Lys

Phe

Leu
Ile
810
Ser
Ser
Asn

Arg

Val
890

Gln
Leu
475
Pro
Pro
Gly
Pro
Gln
555
Ala
Phe
Leu
Phe
Leu

635
Lys

Ala
Ile
Val
715
Gly
Thr
Thr
Phe
Ser
795
Ile
Asp
Asn
Ala
Gln

875
Lys

46

Asn
460
Lys
Met
Val
Thr
Asn
540
Leu
Phe
val
Cys
Thr

620
Leu

Thr

Thr
Ser

Met
700

Tyr
Tyr
Arg
Met
Gly
780
Val
Ile
Vval
Thr
Asn
860
Ala

Thr

445
Pro

Asn
Ser
Gly
Phe
525
Asn
Val
Serx
Leu
Tyxr
605
Leu
val
Asn
Arg
Ile
685
Glu
Leu
Asn
Asn
Tyr
765
Ser
Thr
Ala
Val
Phe
845
Ser

Pro

Asn

Phe

Ile
Met
Ile
510
Leu

Glu

Phe

Cys
590
Ile
Ile
Gly
Arg
Lys
670
Leu
Pro
Ile
Gly
Val
750
Thr
Asn
val
Lys
Arg
830
Leu
Asn
Lys

Glu

PCT/US2004/025459

Gln
Gln
Cys
495
His
Asn
Trp
Leu
Leu
575
Ile
Ala
Leu
Ile
655
Pro
Ile
Pro
Cys
Leu
735
Pro
Thr
Tyr
Ala
Pro
815
Met
Asn
Gly
Gly

Thr
895

Ser
Asp
480
Ser
val
His
Serxr
Glu
560
Gly
Asp
Leu
Lys
Ser
640
Ala
Arg
Ser
Met
Asn
720
Leu
Ala
Cys
Lys
Leu

800
Glu

Ile
Lys
Gln

880
Ala

220
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Cys Asn Gln Thr Ala Val Ile Lys Pro Leu Thr Lys Ser Tyr Gln Gly

9200 905 910
Ser Gly Lys Ser Leu Thr Phe Ser Asp Ala Ser Thr Lys Thr Leu Tyr
915 920 925
Asn Val Glu Glu Glu Asp Asn Thr Pro Ser Ala His Phe Ser Pro Pro
930 935 940
Ser Ser Pro Ser Met Val Val His Arg Arg Gly Pro Pro Val Ala Thr
945 950 955 960
Thr Pro Pro Leu Pro Pro His Leu Thr Ala Glu Glu Thr Pro Leu Phe
965 970 975
Leu Ala Asp Ser Val Ile Pro Lys Gly Leu Pro Pro Pro Leu Pro Gln
980 985 ) 990
Gln Gln Pro Gln Gln Pro Pro Pro Gln Gln Pro Pro Gln Gln Pro Lys
995 1000 1005
Ser Leu Met Asp Gln Leu Gln Gly Val Val Thr Asn Phe Gly Ser Gly
1010 1015 1020
Ile Pro Asp Phe His Ala Vval Leu Ala Gly Pro Gly Thr Pro Gly Asn
1025 1030 1035 1040
Ser Leu Arg Ser Leu Tyr Pro Pro Pro Pro Pro Pro Gln His Leu Gln
1045 1050 1055
Met Leu Pro Leu His Leu Ser Thr Phe Gln Glu Glu Ser Ile Ser Pro
1060 1065 1070
Pro Gly Glu Asp Ile Asp Asp Asp Ser Glu Arg Phe Lys Leu Leu Gln
1075 1080 1085
Glu Phe Val Tyr Glu Arg Glu Gly Asn Thr Glu Glu Agp Glu Leu Glu
1090 1095 . 1100
Glu Glu Glu Asp Leu Pro Thr Ala Ser Lys Leu Thr Pro Glu Asp Ser
1105 1110 1115 1120
Pro Ala Leu Thr Pro Pro Ser Pro Phe Arg Asp Ser Val Ala Ser Gly
1125 1130 1135
Ser Ser Val Pro Ser Ser Pro Val Ser Glu Ser Val Leu Cys Thr Pro
1140 1145 1150
Pro Asn Val Thr Tyr Ala Ser Val Ile Leu Arg Asp Tyr Lys Gln Ser
1155 1160 1165
Ser Ser Thr Leu
1170

<210> 30

<211> 1175

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence; note =
synthetic construct

<400> 30

Met Leu Gly Pro Ala Val Leu Gly Leu Ser Leu Trp Ala Leu Leu His
1 5 10 15

Pro Gly Thr Gly Ala Pro Leu Cys Leu Ser Gln Gln Leu Arg Met Lys

20 25 30
Gly Asp Tyr Val Leu Gly Gly Leu Phe Pro Leu Gly Glu Ala Glu Glu
35 40 45
Ala Gly Leu Arg Ser Arg Thr Arg Pro Ser Ser Pro Val Cys Thr Arg
50 55 60

Phe Ser Ser Asn Gly Leu Leu Trp Ala Leu Ala Met Lys Met Ala Val
65 70 75 80

47

U
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Glu Glu Ile Asn

Tyr
Ser
Cys
His
145
Leu
Arg
Gln
Val
Ile
225
Gly
Gln
Leu
Ser
Thr
305
val
Tyr
Ala
Arg
Leu
385
Ala
Ala
Leu
Asn
Val
465
Glu

Ser

Gly

Asp
Leu
Asn
130
Ser
Met
Glu
Leu
Ala
210
Phe
Leu
Asp
Phe
Ser
290
Ser
Leu
Val
Leu
Cys
370
Asn
Gln
Gln
Thr
val
450
Pro
Arg
Arg

Phe

Leu
Met
115
Tyxr
Ser
Pro
Thr
Thxr
195
Ala
Ser
val
val
Ala
275
Arg
Asp
Gly
Lys
Gly
355
Pro
His
Ala
Asp
Phe
435
Asp
Arg
Leu

Cys

His
515

Phe
100
Phe
Thr
Glu
Gln
Phe
180
Ala
Leu
Ala
Pro
Leu
260
Ser
Leu
Leu
Phe
Thr
340
Glu

Gln

Leu
Pro
420
His
Met
Leu
Lys
Sex

500
Ser

Asn
85

Asp
Leu
Gln
Leu
Val
165
Pro
Ala
Gly
Leu
Leu
245
His
Val
Ser
val
Leu
325
His
Arg
Cys
Gln
His
405
Val
Val
Glu
His
Ile
485

Arg

Cys

Lys

Thr
Ala
Tyr
Ala
150
Ser
Ser
Ala
Ser
Ala
230

Pro

Gln

Pro’

Met
310
Gln
Leu
Glu
Asp
Thr
390
Asn
Lys
Gly
Tyr
Asp
470
Arg
Gln

Cys

Ser

Cys
Lys
Gln

135
Met

Phe
Glu
ASp
215
Ala
Arg
val
Ala
Lys
295
Gly
Arg
Ala
Gln
Cys
375
Phe
Thr
Pro
Gly
Asp

455
Val

Trp
Cys

Tyr

Asp

Ser
Ala
120
Pro
val
Gly
Phe
Leu
200
Asp
Ala
Ala
Asn
Ala
280
Val
Leu
Gly
Leu
Gly
360
Ile
Ser
Leu
Txp
Leu
440

Leu

Gly

Gln

Asp
520

Leu

Glu
105
Gly
Arg
Thr
Ala
Arg
185
Leu
Glu
Arg
Asp

Gln
265

His
Trp
Pro
Ala
Ala
345
Leu
Thr
val
Gln
Gln
425
Pro
Lys
Arg

Thr

Glu
505

Leu
20

Pro
Ser
val
Gly
Ser
170
Thr
Gln
Tyr
Gly
Asp
250
Ser
Ala
Val
Gly
Gln
330
Thr
Glu
Leu
Tyx
Cys
410
Leu
Leu
Leu
Phe
Ser
490
Gly

Val

Pro

val
Arg
Leu
Lys
155
Met
Val
Glu
Gly
Ile
235
Ser
Ser
Leu
Ala
Met
315
Leu
Asp
Glu
Gln
Ala
395
Asn
Leu
Arg
Trp
Asn
475
Asp
Gln

Asp

48

Gly

Val
Asp
Ala
140
Phe
Glu
Pro
Phe
Arg
220
Cys
Arg
val
Phe
Ser

300
Ala

Pro
Asp
Asn
380
Ala
Ala
Glu
Phe
Vval
460
Gly
Asn
val

Cys

Leu

Ala
Ile
125
Val
Phe
Leu
Ser
Gly
205
Gln
Ile
Leu
Gln
Asn
285
Glu
Gln
Glu
Ala
val
365
Val
Val
Ser
Asn
Asp
445
Trp
Ser
Gln
Arg

Glu
525

Arg

Met
110
Ala
Ile
Ser
Leu
Asp
190
Trp
Gly
Als
Gly

Val
270

TyT
Ala
Met
Phe
Phe
350
val
Ser
Tyr
Gly
Met
430
Ser
Gln
Leu
Lys
Arg

510
Ala

PCT/US2004/025459

Leu
95

Lys
Ala
Gly
Phe
Ser
175
Arg
Asn

Leu

Lys
255
Val
Ser
TIp
Gly

Pro
335

Cys
Gly
Ala

Ser

Cys
415
Ser
Gly
Arg
Pro
495
val

Gly

Gly

Pro
Tyr
Pro
Phe
160
Ala
Val
Trp
Ser
Glu
240
val
Leu
Ile
Leu
Thr
320
Gln
Ser
Gln
Gly
Val
400
Pro
Asn
Gly
Ser
Thr
480
val
Lys

Sexr

e
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Tyr Arg Gln Asn Pro Asp Asp Ile Ala Cys Thr Phe Cys Gly Gln Asp
530 535 540 ’
Glu Trp Ser Pro Glu Arg Ser Thr Arg Cys Phe Arg Arg Arg Ser Arg
545 550 555 560
Phe Leu Glu Trp Ser Asp Ile Glu Sexr Ile Ile Ala Ile Ala Phe Ser
565 570 575
Cys Leu Gly Ile Leu Val Thr Leu Phe Val Thr Leu Ile Phe Val Leu
580 585 + 590
i Tyr Arg Asp Thr Pro Val Val Lys Ser Ser Ser Arg Glu Leu Cys Tyr
Z 595 600 605
Ile Tle Leu Ala Gly Ile Phe Leu Gly Tyr Val Cys Pro Phe Thr Leu
610 615 620
Ile Ala Lys Pro Thr Thr Thr Ser Cys Tyr Leu Gln Arg Leu Leu Val
625 630 635 640
Gly Leu Ser Ser Ala Met Cys Tyr Ser Ala Leu Val Thr Lys Thr Asn
645 650 655
Arg Tle Ala Arg Ile Leu Ala Gly Ser Lys Lys Lys Ile Cys Thr Arg
660 665 ) 670
Lys Pro Arg Phe Met Ser Ala Trp Ala Gln Val Ile Ile Ala Ser Ile
675 680 685
Leu Ile Ser Val Gln Leu Thr Leu Val Val Thr Leu Ile Ilé Met Glu
690 695 . 700
Pro Pro Met Pro Ile Leu Ser Tyr Pro Ser Ile Lys Glu Val Tyr Leu
705 710 7158 720
Ile Cys Asn Thr Ser Asn Leu Gly Val Val Ala Pro Val Gly Tyr Asn
725 730 735
Gly Leu Leu Ile Met Ser Cys Thr Tyr Tyr Ala Phe Lys Thr Arg Asn A
740 745 750
Val Pro Ala Asn Phe Asn Glu Ala Lys Tyr Ile Ala Phe Thr Met Tyr
755 760 765

L N o

P

R e .

Thxr Thr Cys Ile Ile Trp Leu Ala Phe Val Pro Ile Tyr Phe Gly Ser
770 775 780
Asn Tyr Lys Ile Ile Thr Thr Cys Phe Ala Val Ser Leu Ser Val Thr
785 790 795 800
Val Ala Leu Gly Cys Met Phe Thr Pro Lys Met Tyr Ile Ile Ile Ala
805 810 : 815
Lys Pro Glu Arg Asn Val Arg Ser Ala Phe Thr Thr Ser Asp Val Val
820 825 830
Arg Met His Val Gly Asp Gly Lys Leu Pro Cys Arg Ser Asn Thr Phe
835 840 845
Leu Asn Ile Phe Arg Arg Lys Lys Pro Gly Ala Gly Asn Ala BAsn Ser
850 855 860
Asn Gly Lys Ser Val Ser Trp Ser Glu Pro Gly Gly Arg Gln Ala Pro
865 870 875 880
Lys Gly Gln His Val Trp Gln Arg Leu Ser Val His Val Lys Thr Asn
885 890 895
Glu Thr Ala Cys Asn Gln Thr Ala Val Ile Lys Pro Leu Thr Lys Ser

e

— E 900 905 910
. : Tyr Gln Gly Ser Gly Lys Ser Leu Thr Phe Ser Asp Ala Ser Thr Lys
515 9220 ’ 925
Thr Leu Tyr Asn Val Glu Glu Glu Asp Asn Thr Pro Ser Ala His Phe
93¢0 935 . 940
. Ser Pro Pro Ser Ser Pro Ser Met Val Val Hls Arg Arg Gly Pro Pro
= 945 950 955 960
T Val Ala Thr Thr Pro Pro Leu Pro Pro His Leu Thr Ala Glu Glu Thr
%a 965 970 975

49




WO 2005/015158

Pro
Leu
Gln

Gly

Leu Phe Leu Ala Asp Ser Val Ile
980 285
Pro Gln Gln Gln Pro Gln Gln Pro
995 1000
Pro Lys Ser Leu Met Asp Gln Leu
1010 1015
Ser Gly Ile Pro Asp Phe His Ala

1025 1030

Pro
His
Ile
Leu
Glu
1105
Glu
Ala
Cys

Lys

<210

Gly Asn Ser Leu Arg Ser Leu Tyr
1045

Pro

Pro

Gln

val

Pro

1050

PCT/US2004/025459

Lys Gly Leu Pro Pro
' 930

Pro Gln Gln Pro Pro

1005
Gly val val Thr Asn
1020

Leu Ala Gly Pro Gly
1035

Pro Pro Pro Pro Pro

Leu Gln Met Leu Pro Leu His Leu Ser Thr Phe Gln Glu Glu
1060 1065
Ser Pro Pro Gly Glu Asp Ile Asp Asp Asp Ser Glu Arg Phe

1075 1080

1070

1085

Leu Gln Glu Phe Val Tyr Glu Arg Glu Gly Asm Thr Glu Glu

1090 1085

1100

Leu Glu Glu Glu Glu Asp Leu Pro Thr Ala Ser Lys Leu Thr

1110

1115

Asp Ser Pro Ala Leu Thr Pro Pro Ser Pro Phe Arg Asp Ser
1135
Ser Gly Ser Ser Val Pro Ser Ser Pro Val Ser Glu Ser Val Leu

1140 ‘ 1145
Thr Pro Pro Asn Val Thr Tyr Ala Ser Val Ile Leu Arg Asp Tyr

1125

1155 1160
@Gln Ser Ser Ser Thr Leu )
1170 1175

> 31

<21l1l> 867

<212
<213

<220
<223

<400
Met
1
Ser
Ser
Ala

Arg
65

Ala
Pro
Ser

Ser

Gln
145

> PRT
> Artificial Sequence

>

1130

1150

1165 °

> Degcription of Artificial Sequence; note =

gsynthetic construct

> 31
Val Arg Leu Leu Leu Ile Phe Phe

Ile Leu Pro Axrg Met Pro Asp Arg
20 25
Ser Gln Arg Ser Val Ala Arg Met
35 40
Leu Phe Ser Val His His Gln Pro
50 55
Lys Cys Gly Glu Ile Arg Glu Gln
.70
Met Phe His Thr Leu Asp Lys Ile
85 .
Asn Tle Thr Leu Gly Ser Glu Ile
100 105
Val Ala Leu Glu Gln Ser Ile Glu
115 120
Ile Arg Asp Glu Lys Asp Gly Leu
130 135
Thr Leu Pro Pro Gly Arg Thr Lys
150

Pro
10

Lys
Asp
Pro
Tyr
Asn
90

Arg
Phe

Asn

Lys

Met Ile Phe Leu Glu
. 15
Val Leu Leu Ala Gly
30
Gly Asp Val Ile Ile
45
Ala Glu Lys Val Pro
60

Gly Ile Gln Arg Val
75

Ala Asp Pro Val Leu

95
Asp Ser Cys Trp His
110
Ile Arg Asp Ser Leu
125
Arg Cys Leu Pro Asp
140

Pro Ile Ala Gly Val
155

50

Pro
Gln
Phe
Thr

1040
Gln

1058

Ser
Lys
Asp
Pro

1120
Val

Met
Ala
Cly
Glu
Glu
80

Leu
Ser
Ile

Gly

Ile
160

L
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Gly

Leu
Ser
Thr
Thx
225
Met
His
Leu
Cys
Arg
305
Ala
Gly
Tyr
Pro
Leu
385
Glu
Ile
Pro
Lys
Glu
465
Ile

Val

Gln.

Leu
Trp
545
Thr
Gly

Ser

Gly

Pro Gly Ser Ser Ser

Phe
Asp

Leu
210

Tyr
Asp
Ser
Leu
Phe
290
Leu
Asp
Ile
Phe
Glu
370
Glu
Glu
Tyr
Gly
Leu
450
Glu
Met
Gly
Met
Lys
530
Ile
Cys
Cys
Trp

Thr

Asp
Lys
195
Gln
val
Ala

Asp

Arg
275
Cys

Gly
Arg
Thr
Leu
355
Phe
Asn
Asn
Ala
His
435
Leu
Val
Asn
Thr
Asn
515
Gly
Cys
Arg
Glu
val

595
Ala

Ile
180
Thr
Ala
Ser
Phe
Lys
260
Lys
Glu
Val
Asp
Ile
340
Lys
Trp

Pro

Met
420
val
Asp
Trp
Leu
Txp
500
Lys
Gln
Thr
Ala
Pro
580

Leuy

Gly

165
Pro

Leu
Arg
Ala
Lys
245
Ile
Leu
Gly
Val
Glu
325
Lys
Leu
Gln
Asn
Val
405
Ala
Gly
Phe
Phe
Gln
485
His
Ser
Ile
Ala
Cys
565
Ile

Leu

Leu

Glin
Tyxr
Ala
Val

230
Glu

Tyr
Arg
Met
Gly
310
Val

Leu

Arg

Phe
390
Gln

Leu
Leu
Asp
470
Tyr
Glu
Gly

Lys

Val
Ile
Lys
Met
215
His
Leu
Ser
Glu
Thr
295
Glu
Ile
Gln
Leu
Arg
375
Lys
Asp
Gly
Cys
Ile
455
Glu
Thr
Gly

Met

Val

. 535

Cys
550
Asp
Pro

Ala

Phe

Lys
Leu
val
Ala

Ala

Ala

Ala

Tyr
200
Leu
Thr
Ala
Asn
Arg
280
Val
Phe
Glu
Ser
Asp
360
Phe
Lys
Ser
Leu
Asp
440
Lys
Lys
Glu
Val
Val
520
Ile
Glu
Gly
Arg
Asn

600
Trp

Ile
Tyr
185
Phe
Asp
Glu
Ala
Ala
265
Leu
Arg
Ser
Gly
Pro
345
Thr
Gln
val
Lys
Gln
425
Ala
Ser
Gly
Ala
Leu
505
Arg
Arg

Asn

Trp

585
Thr

His

Gln
170
Ser
Leu
Ile
Gly
Gln
250
Gly
Pro
Gly
Leu
Tyr
330
Glu
Asn
Cys
Cys
Met
410
Asn
Met
Ser
Asp
Asn
490
Asn
Ser
Lys
Glu

Trp
570
Leu
Leu

Leu

Val
Ala
Arg
Val
Asn
235
Glu
Glu
Lys
Leu
Ile
315
Glu
Val
Thr
Arg
Thr
395
Gly

Met

Lys

-Phe

Ala
475
Arg
Ile
Val
Gly
Phe
555
Pro
Glu

Leu

Asp

51

Gln
Thr
Val
Lys
220
Tyr
Gly
Lys
Ala
Leu
300
Gly
Val
Arg
Arg
Leu
380
Gly
Phe
His
Pro
Val
460
Pro
Tyr
Asp
Cys
Glu
540
Val
Asn
Leu

Leu

Thr

Asn
Ser
Val
205
Arg
Gly
Leu
Ser
Arg
285
Ser
Ser
Glu
Ser
Asn
365
Pro

Agn

Val

Ile
445
Gly
Gly
Asp
Asp
Ser
525
Val
Gln
Ala
Arg
Leu

605
Pro

Leu
Ile

130
Pro

Glu
Cys
Phe
270
Val
Ala
Asp
Ala
Phe
350
Pro
Gly
Glu
Ile
Ala
430
Asp
Val
Arg
Tyr
Tyx
510
Glu
Ser
Asp
Glu
Glu
590

Leu

Val

PCT/US2004/025459

Leu
175
Asp
Ser
Asn
Ser
Ile
255
Asp
Val
Met
Gly
Asn
335
Asp
Trp
His
Ser
Asn
415
Leu

Gly

Serx

val
495
Lys
Pro
Cys
Glu
Leu
575
His
Leu

val

Gln
Leu
Asp
Trp
Gly
240
Ala
Arg
Val

Arg

Txp
320
Gly
Asp
Phe
Leu
Leu
400
Ala
Cys
Arg
Gly
Asp
480
His
Ile
Cys
Cys
Phe
560
Thr
Thyx

Leu

Arg

1S
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‘Ser

625
Gly

Cys
Ser
Ser
Ala
705
Leu
Arg
Gly
Phe
Ala
785
Ala
Ala
Tyr
Ser

Gly
865

<210>
<211>
<212>
<213>

610
Ala

Ser
Leu
Cys
Thr
690
Gly
Thr
Phe
Phe
Ala
770
Lys
Phe
Asn
Phe
Thr

850
Ser

<220>

<223>

32

866
PRT
Artificial Sequence

Gly Gly
Gly Ser

Leu Arg
660

Leu Thr

675

Lys Val

Leu Phe
Trp Leu

Pro His
740

Ile Leu

755

Cys Ser

Cys Val

Phe Thr

Met Met
820

Leu Pro

835

Glu His

Thr

Arg
Leu
645
Gln
Val
Pro
val
Val
725

Leu

Ala

Thr
Thr
805
Ala
Lys

Phe

Leu
630
Ala
Arg
Thr
Met
710
Val
Val
Phe
Leu
Phe
790
Ala
Gly
Cys

Gln

615
Cys

Gly
Leu
Ser
Bhe

695
Ile

Trp
Met
Leu
Gly
775
Ser
Ser
Leu
Tyr

Ala
855

synthetic construct

<400> 32

Met
1
Ser
Ser
Ala
Arg
65
Ala

Pro

Val
Ile
Ser
Leu
50

Lys

Met

Asn

Arg Leu
Leu Pro
20

Gln Arg
35

Phe Ser
Cys Gly
Phe His

Ile Thr

Leu
5
Arg
Ser
Val
Glu
Thr

85
Leu

Leu

Met

Ile
Leu

Gly

Ile
Pro
Ala
His
55

Arg
Asp

Ser

Phe
Phe
Phe

Phe
680

Tyr
Sexr
Thr

Leu

yr
760
Lys
Leu
Val
Ser
val

840
Ser

Description of Artificial

Phe
Asp
Arg
40

Gln
Glu
Lys

Glu

Leu
Phe
Ala
665
Gln
His
Ser
Pro
Glu
745
Asn
Asp
Leu
Tyr
Ser
825
Ile

Ile

Met
Gly
650
Leu
Leu
Ala
Ala
Leu
730
Cys
Gly
Leu
Phe
Asp
810
Leu

Leu

Gln

Leu
635
Glu
Qly
Ile
Trp
Ala
715
Pro
Thr
Leu
Pro
Asn
795
Gly
Ser

Cys

Asp

620
Gly

Pro
Phe
Ile
Val
700
Gln
Ala
Glu
Leu
Glu
780
Phe
Lys
Ser
Arg

Tyr
860

Sequence; note

Phe
Arg
25

Met
Pro
Gln
Ile

Ile

Pro
10

Lys
Asp
Pro
Tyx
Asn

90
Arg

Met

val

Ile

Leu

Gly Asp

Ala

Glu
60

Gly Ile

75
Ala

Asp

52

Asp

Ser

Ser
Thr
Thr
Ile
685
Gln
Leu
Arg
Thr
Ser
765
Asn
val
Tyr
Gly
Pro

845
Thr

Phe
Leu
Vval
45

Lys
Gln

Pro

Cys

Leu
Arg
Ile
670
Phe
Asn
Leu
Glu
Asn

750
Ile

Ser
Leu
Phe
830
Asp

Arg

Leu
Ala
30

Ile
Val
Arg
Val

Trp

PCT/US2004/025459

Ala
Pro
655
Phe
Lys
His
Ile

Tyr
735
Ser
Ser
Asn
Trp
Pro
815
Gly

Leu

Arg

Glu
15
Gly
Ile
Pro
y
val
Leu

95
His

Ala
640
Ala
Leu
Phe
Gly
Cys
720
Gln
Leu
Ala
Glu
Ile
800
Ala
Gly
Asn

Cys

Met
Ala
Gly
Glu
Glu
80

Leu

Ser



.
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Ser
Ser
Gln
145
Gly
Leu
Ser
Thr
Thr

225
Met

Leu
Cys
Arg
305
Ala
Gly
Tyr
Pro
Leu
385
Glu
Ile
Pro
Lys
Glu
465
Ile
Val
Gln

Leu

545

Val
Ile
130
Thr
Pro
Phe
Asp
Leu
210
Tyr
Asp
Ser
Leu
Phe
290
Leu
Asp
Ile
Phe
Glu
370
Glu
Glu
Tyr
Gly
Leu
450
Glu
Met
Gly
Met
Lys

530
Ile

Ala
115
Arg
Leu
Gly
Asp
Lys
195
Gln
Val
Ala
Asp
Arg
275
Cys
Gly
Arg
Thr
Leu
355
Phe
Asn
Asn
Ala
His
435
Leu
val
Asn
Thr
Asn
515
Gly

Cys

100
Leu

Asp
Pro
Ser
Ile
180
Thr
Ala
Ser
Phe
Lys
260
Lys
Glu
\fal
Asp
Ile
340
Lys
Trp
Pro
Tyr
Met
420
Val
Asp
Trp
Leu
Trp
500
Lys
Gln

Thr

Glu
Glu
Pro
Ser
165
Pro
Leu
Arg
Ala
Lys
245
Ile
Leu
Gly
Val
Glu
325
Lys
Leu
Gln
Asn
Val
405
Ala
Gly
Phe
Phe
Gln
485
His
Ser

Ile

Ala

Gln
Lys
Gly
150
Ser

Glin

Ala
Val

230
Glu

Tyr
Arg
Met
Gly
310
Val

Leu

Leu
Leu
Asp
470
Glu
Gly
Lys

Cys
550

-Ser

Asp
135
Arg
Val
Ile
Lys
Met
215
His
Leu
Ser
Glu
Thr
295
Glu
Ile
Gln
Leu
Arg
375
Lys
Asp
Gly
Cys
Ile
455
Glu
Thr
Gly

Met

‘Val

535
Lys

Ile
120
Gly
Thxr
Ala
Ala
200
Leu
Thr
Ala
Asn
Arg
280
Val
Phe
Glu
Ser
Asp
360
Phe
Lys
Ser
Leu
Asp
440
Lys
Lys
Glu
val
Val
520

Ile

Glu

105
Glu

Leu
Lys
Ile
Tyr
185
Phe
Asp
Glu
Ala
Ala
265
Leu
Arg
Ser
Gly
Pro
345
Thr
Gln
Val
Lys
Gln
425
Ala
Ser
Gly
Ala
Leu
505
Arg
Arg

Asn

Phe
Asn
Lys
Gln
170
Ser
Leu
Ile
Gly
Gln
250
Gly
Pro

Gly

Leu

Tyr
330
Glu
Asn
Cys
Cys
Met
410
Asn
Met
Ser
Asp
Asn
490
Asn
Ser

Lys

Glu

Ile
Arg
Pro
155
val
Ala
Arg
Val
Asn
235
Glu
Glu
Lys
Leu
Ile
315
Glu
Val
Thr
Arg
Thr
395
Gly
Met
Lys
Phe
Ala
475
Arg
Ile
val
Gly

Phe
558

53

Arg
Cys
140
Ile
Gln
Thr
Val
Lys
220
Tyr
Gly
Lys
Ala
Leu
300
Gly
val
Arg
Arg
Leu
380
Gly
Phe
His
Pro
val

460
Pro

Tyr
Asp
Cys
Glu

540
Val

Asp
125
Leu
Ala
Asn
Ser
Val
205
Arg
Gly
Leu
Ser
Arg
285
Ser
Ser
Glu
Sex
Asn
365
Pro
Asn
Val
His
Ile
445
Gly
Gly
Asp
Asp
Ser
525
Val

Gln

110
Ser

Pro
Gly
Leu
Ile
190
Pro
Ty
Glu
Cys
Phe
270
Val
Ala
Asp
Ala
Phe
350
Pro
Gly
Glu
Ile
Ala
430
Asp

val

Arg

Tyx
510
Glu
Ser

Asp

PCT/US2004/025459

Leu
Asp
Val
Leu
175
Asp
Ser
Asn
Ser
Ile
255
Asp
Val
Met
Gly
Asn

335
Asp

Trp
His
Ser
Asn
415
Leu
Gly
Ser
Ty
Val
495
Lys
Pro
Cys

Glu

Ile
Gly
Ile
160
Gln
Leu
Asp
Trp
Gly
240
Ala
Arg
Val
Arg
Trp
320
Gly
Asp
Phe
Leu
Leu
400
Ala
Cys
Arg
Gly
Asp
480
His
Ile
Cys
Cys

Phe
560

Ly
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Thr
Gly
Thr
Ala
Ser
625
Ala
Cys
Ser
Ala
Pro
705
val
Pro
Asn
Gly
Glu
785
Val
Ile
Gly

Asn

Arg
865

Cys
Cys
Ile
Ile

610
Ala

Tyr
Leu’
Cys
Ser
690
Ile
Asp
Ser
Phe
770
Ala
Ser
Val
Tyr
Thr

850
Asp

<210> 33

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Arg Ala

Glu Pro
580

Ala val

595

Leu Val

Gly Gly
Met val

Cys Arg
660

Ile Ala

675

Arg Phe

Val Ser
Gly Met

Asp Pro
740

Leu Leu

755

Sexr Phe

Lys Phe
Leu Cys

Asp Leu
820

Phe Gly

835

Pro Ala

876
PRT
Artificial Sequence

Cys
565
Ile
Ala
Ile
Pro
val
645
Gln
val
Pro
Met
Leu
725
Lys
Phe
Ala
Ile
Thr
805

Leu

Pro

Tyr

Asp
Pro
Leu
Phe
Met
630
Pro
Ala
Arg
Axrg
Ala
710
Ala
Ile
Asn
Tyr
Thr
790
Phe
Val
Lys

Phe

Leu Gly Trp Trp

val

Leu

Trp
615
Cys
Val
Leu
Ser
Ala
695
Phe
Thr
Thr
Thr
Met
775
Leu
Met
Thr
Cys

Asn
855

synthetic construct

<400> 33
Met Val Arg Leu Leu Leu Ile Phe

1

5

Arg
Ala
600
Arg
Phe
Tyr
Phe

Phe
680

Tyr
Ile
Gly
Ile
Ser
760
Gly
Ser

Ser

val

Tyr
840
Ser

Description of Artificial

Ser Ile Leu Pro Arg Met Pro Asp

20

Ser Ser Glm Arg Ser Val Ala Arg

35

40

570
Tyr Leu
585
Ala Leu

His Phe
Leu Met

Val Gly
650

Pro Leu

665

Gln Ile

Ser Tyr
Thr Val

Leu Ser
730

Val Ser

745

Leu Asp

Lys Glu

Met Thr

Ala Tyr
810

Leu Asn

825

Met Ile

Met Ile

Pro
Glu
Gly
Gln
Leu

635
Pro

Val

Trp

Leu
715
Pro

Cys
Leu
Leu
Phe
795
Ser
Leu

Leu

Gln

Asn Ala
Trp His

Phe Leu
605

Thr Pro

620

Thr Leu

Pro Lys
Phe Thr

Cys Ala
685

Val Arg

700

Lys Met

Thr Thr

Asn Pro

Leu Leu
765

Pro Thr

780

Tyr Phe

Gly val

Leu Ala

Phe Tyr

845
Gly Tyr
860

Sequence; note =

Phe Pro Met Ile Phe

10

Arg Lys Val Leu Leu

25

Met Asp Gly Asp Val

54

45

Glu
Glu
590
Ser
Ile
Leu
Val
Ile

670
Phe

Tyx
Val
Arg
Asn
750
Ser
Asn
Thr
Leu
Ile
830

Pro

Thr

Leu

PCT/US2004/025459

Leu
575
Ala
Thr
Val
Leu
Ser
655
Cys
Lys
Gln
Ile

Thr
735
Tyr

Val
Tyr
Ser
Val
815
Ser

Glu

Met

Glu
15

Thr
Pro
Leu
Arg
val
640
Thr
Ile
Met
Gly
val
720
Asp
Arg
Val
Asn
Ser
800
Thr
Lieu

Arg

Arg

Met

Ala Gly Ala

30

Ile Ile Gly

28
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Ala Leu Phe Ser Val

Arg
65

Ala
Pro
Ser
Ser
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115
Arg
Leu
Gly
Asp
Lys
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Glu
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Ala
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Lys
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185
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Cys
Cys
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Asp
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Lys
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Lys
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Ser
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Cys
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Asn
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Gly
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Trp
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Cys
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Pro
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Gly
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335
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Txp
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Trp
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Ala
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Gln

Leu

Trp
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Ala
Ala
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Trp
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770
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Glu
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Val
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Cys
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Thr
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Ser
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Thr
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Cys Cys
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Gly Gln
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Reivindicaciones

1. Un compuesto de ocurrencia no natural que se liga especificamente a un receptor de
sabor hetero-oligomérico T1R compuesto de las subunidades hTIR1/hT1R3, con la capacidad
de ser un activador, mejorador, o modulador del sabor umami determinado por un ECs, menor

a 1 mM, en donde el compuesto de ocurrencia no natural es un compuesto oxalamida.

2. El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 1, en donde el compuesto presenta una
proporcion ECs, definida como la proporcion de la concentracién de MSG y la concentracién
del compuesto mas MSG necesaria para elicitar la respuesta de dosis MSG mayor que 1.

3. El compuesto de acuerdo a la reivindicacién 1, en donde la reduccién del ECs
determinada por un ensayo basado en fluorescencia que utiliza un instrumento FLIPR es de al
menos dos veces.

4. El compuesto de acuerdo a Ia reivindicacién 1, en donde la actividad comparada con la
actividad maxima de glutamato determinada por un incremento en fluorescencia dependiente

del compuesto es de al menos 25% en un ensayo basado en fluorescencia que utiliza un
instrumento FLIPR.

5.  El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 1, en donde el compuesto presenta una
capacidad tal que al menos 10 de 100 células transfectadas con el receptor muestran un
incremento dependiente del compuesto en fluorescencia.

6.  El compuesto de acuerdo a la reivindicacién 1, el cual presenta una potencia tal que el
numero de células fluorescentes en respuesta a un nivel submaximo de glutamato aumenta al
menos dos veces.

7.  El compuesto de acuerdo a la reivindicacién 1, el cual muestra un incremento en la
respuesta de las células a un nivel submaximo de glutamato de al menos 1,25 veces
comparado con la respuesta del endulzante solo, en donde la respuesta se mide por
fluorescencia, niveles de calcio, niveles IP5, niveles cAMP, union GTPYS, o actividad de gen
reportero.

8.  Ef compuesto de acuerdo a la reivindicacion 1, en donde el compuesto oxalamida
presenta la formula:

0 una sal o solvato del mismo;

TN
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en donde,

R' se selecciona del grupo compuesto por ariloalquilo, heteroariloalquilo, heterociclo-
alquilo, y grupos opcionalmente sustituidos de los mismos;

R3_ se selecciona independientemente del grupo compuesto por ariloalquilo,
heteroariloalquilo, heterociclo-alquilo, y grupos opcionalmente sustituidos de los mismos; y

R? y R* se seleccionan independientemente del grupo compuesto por H, y alquilo C4-Cs
6 grupos opcionalmente sustituidos de los mismos.

‘9. El compuesto oxalamida de la reivindicacion 8, el cual presenta la formula:

R® o Rt
l
(R") /k N B
m\A T)k’( \RG/ \(Rs)n
R? O

4

en donde,
‘ R? y R* se seleccionan independientemente del grupo compuesto por H, y alquilo C4-C5
6 grupos opcionalmente sustituidos de los mismos.
A es un arilo, heteroarilo, cicloalquilo, o un heterociclo;
B es un heteroarilo, o un heterociclo
m y n son independientemente 0, 1, 2, 3 6 4-8;
R®es hidrégeno o un residuo de hidrocarbono;
R® esta ausente, es alquileno C4-Cs, o un alquileno C4-Cs sustituido;
R’ y R® se seleccionan independientemente del grupo compuesto de hidrégeno, alquilo,
alcoxilo, alcoxi-alquilo, OH, SR®, halégeno, CN, NO,, CO,R®, COR®. CONR°R'™, NR°R,
NRCOR'®, SOR?®, SO;R®, SO,NR°R™, NR?SO,R", alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, arito,
heteroarilo, y heterociclo; y
R® y R™ se seleccionan independientemente del grupo compuesto de H, alquilo C;-Cs,
. cicloalquilo C5-Cg, y alquenilo C4-Cs.

10. El compuesto oxalamida de la reivindicacién 8, el cual presenta la formula:

RS o \f\ .
‘ H i .y—(Rg)n
Ar,)\ﬁ,lkrrn N
0

en donde,

Ar' es un anillo arilo o heteroarilo sustituido;

nes0,1,2,304;:

R°® es hidrogeno o metilo; y

R® se seleccionan del grupo compuesto de hidrogeno, alquilo, alcoxilo, alcoxi-alquilo,
OH, SR®, halégeno, CN, NO,, CO,R®, COR®, CONR®R™, NR°R'®, NR°COR™, SOR®, SO,R?,
SO.NRR™, NRSO,R™, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, arilo, heteroarilo, y heterociclo.



11. El compuesto oxalamida de la reivindicacién 10, en donde Ar' se selecciona del grupo
compuesto por 2-, 3-, 6 4-fenilo monosustituido; 2,4-, 23- 2,5, 2,6, 3,5, 6 36-fenilo
disustituido; 3-alquilo-4-fenilo sustituido, una combinacién de tri- y mas-sustituyentes fenilo; y
un anillo heteroarilo sustituido.

12. El compuesto oxalamida de la reivindicacién 8, el cual se selecciona de los siguientes

compuestos:
N1-(2,4-Dimetoxibenzil)-N2-(2-(furan-2-il)etoxi)oxalamida,
N1-(4-etoxi-2-metoxibenzil)-N2-(2-(5-metilpiridin-2-il)etil)oxalamida,
N-(3-Metil-benzo[b]tiofen-2-ilmetil)-N’"-(2-piridin-2-il-etil)-oxalamida,
N1-(2-isopropoxibenzil)-N2-(2-(piridin-2-il)etil oxalamida,
N-(2-Metoxibenzil)-N’-(2-piridin-2-il-etil)-oxalamida,
N-(2,4-Dimetoxi-benzil)-N’-(2-piridin-2-il-etil)-oxalamida,
N-(3-Metil-tiofen-2-ilmetil)-N’-(2-piridin-2-il-etil)-oxalamida,
N-(4-Metilbenzil)-N’-(2-piridin-2-il-etil)-oxalamida,
N-(2-Metil-4-metoxibenzil)-N'-(2-piridin-2-il-etil)-oxalamida,
N-(4-Metoxibenzil)-N’-(2-piridin-2-il-etil)-oxalamida,
N-(2,4-Dimetoxibenzil)-N’-(2-(3-metilpiridin-2-il)etil)-oxalamida,
N-(2,5-Dimetil-furan-3-ilmetil)-N’-(2-piridin-2-il-etil)-oxalamida,
N-(1,5-Dimetil-1H-pirrolo-2-ilmetil)-N'-(2-piridin-2-il-etil}-oxalamida.

13.  Un producto comestible o medicinal que comprende el compuesto de acuerdo a
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

14. El comestible de acuerdo a la reivindicacion 13, en donde el comestible es seleccionado

de un grupo compuesto por: sopas humedas/liquidas, alimento deshidratado o culinario, y una
bebida.

15.  Un método para modular el sabor de ajedrea de un producto medicinal o comestible que
comprende:

Suministrar al menos un producto medicinal o comestible, o un precursor de estos: y

Combinar el producto medicinal o comestible o precursor de estos con al menos una
cantidad que modula el sabor de ajedrea de al menos un compuesto de ocurrencia no natural
de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal comestible aceptable de esta,
de tal forma que genera un comestible modificado o producto medicinal; por lo tanto modular
el sabor ajedrea de un comestible o producto medicinal.

16.  Un compuesto de ocurrencia no natural que se liga especificamente a un a un receptor
de sabor hetero-oligomérico T1R compuesto de las subunidades hTIR2/hTIR3, con la

capacidad de ser un modulador del receptor T1R2/T1R3 determinado por un ECs, inferior a 1

V372



mM o por una relaciéon ECs, de al menos 1,20, en donde el compuesto de ocurrencia no
natural es un compuesto oxalamida.

17. El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 11, el cual es un activador dulce o un
mejorador dulce.

18. EIl compuesto de acuerdo a la reivindicacion 11, en donde el compuesto presenta un
tamano cercano a 12 x 5 x 5 angstroms;

19.  El compuesto de acuerdo a las reivindicaciones 11 6 12 que presenta una o mas de las
siguientes caracteristicas en una célula que coexpresa hT1R2 y hT1R3:
EC50 reducido comparado con un control de 50%,

Niveles de Ca2+ intracelular incrementado por al menos aproximadamente 25%,
CAMP intracelular incrementado por al menos aproximadamente 25%,

cGMP intracelular incrementado por al menos aproximadamente 25%,

IP3 intracelular incrementado por lo menos aproximadamente 25%, o

Incremento de GTPyS que se une a la proteina G por al menos aproximadamente
25%.

20. El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 13, donde la célula que coexpresa hT1R2 y

hT1R3 es una célula HEK que expresa de manera estable Ga15.

21. El compuesto de acuerdo a la reivindicaciéon 14, el cual muestra un incremento en la
respuesta de las células para un nivel subméximo de endulzador de al menos 1,25 veces
comparado con la respuesta del endulzador solo, en donde la respuesta se mide por
fluorescencia, niveles de calcio, niveles IPs, niveles cAMP, unién GTPyS, o actividad de gen
reportero.

22. El compuesto de acuerdo a la reivindicacién 15, el cual presenta una actividad
comparada con la actividad maxima de la fructosa determinada por un incremento en
fluorescencia dependiente del compuesto es de al menos 25% en un ensayo basado en
fluorescencia que utiliza un instrumento FLIPR. '

23. El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 16, en donde la actividad comparada con Ia
actividad maxima de la fructosa determinada por un incremento en fluorescencia dependiente
del compuesto muestra una reduccion del ECs, para la fructosa de al menos dos veces en un
ensayo basado en fluorescencia que utiliza un instrumento FLIPR.

24. El compuesto de acuerdo a la reivindicacion 16, en donde el compuesto muestra una
capacidad tal que al menos 10 de 100 células transfectadas muestran un incremento
dependiente del compuesto en fluorescencia medido con un microscopio de fluorescencia.

13Y



25. El compuesto de acuerdo a la reivindicacién 16, en donde el compuesto presenta una
capacidad tal que el numero de células fluorescentes en respuesta a un nivel submaximo de

fructosa muestra un incremento dependiente del compuesto de al menos dos veces.

26. Un producto comestible o medicinal que comprende el compuesto de acuerdo a
cualquiera de las reivindicaciones 10 a 19.

27. El comestible de acuerdo a la reivindicacion 20, en donde el comestible es seleccionado
de un grupo que consiste de: sopas humedas/liquidas, alimento deshidratado o culinario, y
una bebida.

28. Un método para modular el sabor dulce de un producto medicinal o comestible que
comprende:

Suministrar al menos un producto medicinal o comestible, o un precursor de estos; y

Combinar el producto medicinal o comestible o precursor de estos con al menos una
cantidad que modula el sabor dulce de al menos un compuesto de ocurrencia no natural de
acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 11 a 19, o una sal comestible aceptable de esta,
de tal forma que forme un comestible modificado o producto medicinal; por lo tanto modular el
sabor dulce de un comestible o producto medicinal.

LLG\LLGND-215305\WPC15159

138



256

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

/-
A |
< . RECIBO DE CAJA No. 12 - 0032564
Industria y Comercio '
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 02 de 2012 - 08:09:04

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA Na PAGQ FECHA PAGO VR PAGQ
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 157713566 30/03/2012 42.925.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIO  Vr.CONCEPTQ

1 50005-01-01 SOLICITUDES 11115’%%5%3 DE SOL. DE PATENTE DE 590.000.00 590.000.00/
$590.000.00

Recibo de ( aja Aplicado al Expediente No.

NTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

S\NT\ER‘I’.\MM I

1 2012-
??a?.hﬁ PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONAL
Act. 523 RESPUESTA Folios: 240

S 2 LT

Act 523 RESPUESTA  Folios' 267

O 1719~ 2y - 005 - 9.

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: Info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240

, Abril 2 de 2012 - 08:09:17




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-l
A3 RECIBO DE CAJA
AR ) No. 12 - 0029274
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Marzo 23 de 2012 - 17:18:08
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367
*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO CUENTA No PAGQ FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 185803214 23/03/2012 75.635.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTQ Ve UNDITARIO V. CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1642 S.DISTINTIVO CAMBIOO TITULARIDAT-TRANSFERENCIA370.000.00 370.000.0

INSCRIPC $370.000.00

SON: **TRESCIENTOS SETENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:/\/\
_****_

Recibo de Caj Ap‘licad | Expediente No.

|

SUPERINTENDE NCIA DE I—I‘\IVDUSTRIA Y‘ COMERCIO
UGN RGRA FEERRAREELEL
No. 06-022158- -00011-0000

Fecha: 2012-04-19 16:32:15  Dep. 2020 DIR. NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYI Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 523 RESPUESTA Folios: 240
1as T T rAITEINTEITNn o CULVEL UTW 1 A s v e

Act. 523 RESPUESTA Folios: 257

OO/Oi JTISS - YL DOT— 9.

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot3, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

.+ Marzo 23 de 2012 - 17:18:26




130

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-/-
A5
Vo , RECIBO DE CAJA No. 12 - 0032499
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 02 de 2012 - 08:09:04

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***

T1PO PAGO BANCO CUENTA No. PAGQO FECHA PAGO

VR.PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 157713566 30/03/2012

42.925.000.00

*** Conceptos Pagados ***

. Responsable:
_RHRRRRK_ \L./

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

CANT __RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO _ Vr.CONCEPTO

1 50005-01-03 CAMBIO DE MODALIDAD Y MODIFICACIONEBIARCAS Y LEMAS COMERCIALES 120.000.00 120.000.00
e $120.000.00

SON: **CHENTO VEINTE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

SUPERINTENDENClA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

B IAVERGERY

0221 58- -00011-0000 -
NUEVA
.2012—04-19 16:32:15 Dep. 2020 DIR.
?%ﬁ% PATENTEIYH Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 523 RESPUESTA Folios: 240

. et ey = VS D10 FASENAGIUNALL
Act. 523 RESPUESTA Folios: 257

O JTIST - ¥ -o5— 9.

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: {571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Abril 2 de 2012 - 08:09:15




234

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/

T

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0025027

Bogota D.C., Marzo 12 de 2012 - 07:29:37

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

TIPO PAGO BANCO

*** Soporte del Pago ***

CUENTA Na. PAGO

FECHA PAGO VR.PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 157717630

09/03/2012 64.070.000.00

CANT.. RENTISTICO

*** Conceptos Pagados ***
CONCEPTO

Ve UNDITARIO Ve CONCEPTQ

150005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD
INDUSTRIAL

99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS

Recibode

O\)L@(‘ [TIT9 ~ v¢ - cos—9,

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogoté, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

. Marzo 12 de 2012 - 07:29:53

Caja Aplicado al Expediente No.

At 523 RESPUES T, -

32 15 Deg 2020 DIR

Fohos 257' T

20.000.00 20.000.00
$20.000.00

It

1
<0000

i

NUEVASCR

Folios: 24 FASENACIONAL |

re
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
/-

£

- RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0029221

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Marzo 23 de 2012 - 17,18:08

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGO BANCO CUENTA No. PAGO FF'CHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 185803214 23/03/2012 75.635.000.00
“** Conceptos Pagados ***
CANT _RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO Ve, CONCEPTQ
150005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00
. ALAS™10 INICICIALES $30.000.00
SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
cashonsanl )
Recib icado al Expediente No.
MERCIO
STRIAY CO
SUPER\NTENDENCV’Y\\D_,E.\ NDU ‘ \\\ \‘\\\\
it ": el 3}“'3\ i\l\\\yu 11 e W
RN s
L P TibN _02215 oD JE
no. ?34 1o 163216 _DeR 20 B SENACIONAL!
i; echai1 ’ZOS%ENT ENY ‘l\\ Foe\'\'os: 240

1
e 523 RESPUEST B

acr 523 RESPUEST

Q’OK@ AR RS A S ~00§ — 9,

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

, Marzo 23 de 2012 - 17:18:24

A Foli'(;sz. 257




21.

54.

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

DELEGATURA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL

Division de Nuevas Creaciones

SOLICITUD

'PATENTE DE INVENCION

EXPEDIENTE No.

TiTULO RECEPTORES DF. SABOR HETFRO-OITGOMERICO TIR,

1INEAS CELULARES QUE EXPRESAN DICHOS RECEPTORES ,

Y QOMPUESTOS DE SABOR

51.

71.

74.

22.

CLASIFICACION INTERNACIONAL

SOLICITANTE __SENOMYX INCORPORATED

DOMICILIO LA JOLIA, CATIFORNIA, ESTAPOS UNIDOS DE AMERICA -

10Z CLEMENCIA DE PAEZ

APODERADO C.C. 35.456.344 de Usagquén

BOGOTA, D. C.,

(FORMA P-10)

115198-Imprenta Nacional de Colombia-2011



