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DESCRIPCION

Receptores X retinoides quiméricos y su uso en un sistema inducible de expresion génica basado en receptores de
ecdisona novedoso

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la biotecnologia o ingenieria genética. Especificamente, la presente
invencién se refiere al campo de la expresion génica. Mas especificamente, la presente invencién se refiere a un
sistema inducible de expresion génica basado en receptores X retinoides quiméricos/receptores de ecdisona
novedoso y a métodos de modulacién de la expresion de un gen en una célula huésped usando este sistema
inducible de expresién génica.

Antecedentes de la invencion

La mencion de cualquier referencia en el presente documento no debe considerarse una admision de que dicha
referencia esta disponible como "técnica anterior" de la presente solicitud.

En el campo de la ingenieria genética, el control preciso de la expresion génica es una herramienta util para el
estudio, la manipulacion y el control del desarrollo y otros procesos fisioldégicos. La expresion génica es un proceso
biolégico complejo que implica una serie de interacciones proteina-proteina especificas. Para desencadenar la
expresion génica, de forma que produzca el ARN necesario como la primera etapa de la sintesis de proteinas, debe
aproximarse un activador de la transcripcion a un promotor que controle la transcripcion génica. Normalmente, el
propio activador de la transcripcion esta asociado con una proteina que tiene al menos un dominio de unién a ADN
que se une a sitios de unién a ADN presentes en las regiones promotoras de genes. Por tanto, para que se produzca
la expresion génica, una proteina que comprenda un dominio de unién a ADN y un dominio de transactivacion a una
distancia apropiada del dominio de unién a ADN debe situarse en la posicion correcta en la regién promotora del
gen.

El enfoque transgénico tradicional utiliza un promotor especifico de célula para dirigir la expresién de un transgén
disefiado. En primer lugar, se incorpora en un genoma huésped una construccién de ADN que contiene el transgén.
Cuando se desencadena por un activador de la transcripcién, se produce la expresion del transgén en un tipo celular
determinado.

Otro medio para regular la expresion de genes exdgenos en células es por medio de promotores inducibles. Los
ejemplos del uso de estos promotores inducibles incluyen el promotor PR1-a, sistemas procariotas de represor-
operador, sistemas de inmunofilina inmunosupresores y sistemas de activacion de la transcripcion de eucariotas
superiores, tales como sistemas de receptores de hormonas esteroideas, y se describen a continuacion.

El promotor PR1-a del tabaco se induce durante la respuesta sistémica de resistencia adquirida tras un ataque
patdgeno. El uso de PR1-a puede ser limitado porque, frecuentemente, responde a materiales endégenos y factores
externos tales como patdgenos, radiacion UV-B y contaminantes. Se han descrito sistemas de regulacién génica
basados en promotores inducidos por choque térmico, interferon y metales pesados (Wurn et al., 1986, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 83: 5414-5418; Arnheiter et al., 1990, Cell 62: 51-61; Filmus et al., 1992, Nucleic Acids Research 20:
27550-27560). Sin embargo, estos sistemas presentan limitaciones debido a su efecto sobre la expresion de genes
que no son su objetivo. Estos sistemas también son poco consistentes.

Los sistemas procariotas de represor-operador utilizan proteinas represoras bacterianas y las secuencias de ADN de
operador Unico a las que se unen. Tanto el sistema de represor-operador de tetraciclina ("Tet") como el de lactosa
("Lac") de la bacteria Escherichia coli se han usado en plantas y animales para controlar la expresién génica. En el
sistema Tet, la tetraciclina se une a la proteina represora TetR, dando lugar a un cambio conformacional que libera
la proteina represora del operador, que como consecuencia, permite que se produzca la transcripcion. En el sistema
Lac, se activa un operén lac en respuesta a la presencia de lactosa o analogos sintéticos tales como isopropil-b-D-
tiogalactésido. Desafortunadamente, el uso de estos sistemas esta restringido por la quimica inestable de los
ligandos, es decir, tetraciclina y lactosa, su toxicidad, su presencia natural o los niveles relativamente altos
necesarios para la induccién o la represion. Por motivos similares, la utilidad en animales de estos sistemas es
limitada.

Las moléculas inmunosupresoras tales como FK506, rapamicina y ciclosporina A se pueden unir a inmunofilinas
FKBP12, ciclofilina, etc. Usando esta informaciéon se ha ideado una estrategia general para juntar dos proteinas
cualesquiera simplemente situando FK506 sobre cada una de las dos proteinas o situando FK506 sobre una y
ciclosporina A sobre la otra. Después, se puede usar un homodimero sintético de FK506 (FK1012) o un compuesto
resultante de la fusion de FK506-ciclosporina (FKCsA) para inducir la dimerizacion de estas moléculas (Spencer et
al., 1993, Science 262:1019-24; Belshaw et al., 1996, Proc Natl Acad Sci USA 93:4604-7). El dominio de unién a
ADN de Gal4 fusionado con FKBP12 y el dominio activador VP16 fusionado con ciclofilina, y el compuesto FKCsA se
usaron para mostrar la heterodimerizacion y activacion de un gen indicador bajo el control de un promotor que
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contiene sitios de unién a Gal4. Desafortunadamente, este sistema incluye inmunosupresores que pueden tener
efectos secundarios no deseados vy, por lo tanto, limita su uso para diversas aplicaciones de interruptores génicos de
mamifero.

También se han empleado sistemas de activacion de la transcripcion de eucariotas superiores, tales como sistemas
de receptores de hormonas esteroideas. Los receptores de hormonas esteroideas son miembros de la superfamilia
de receptores nucleares y se encuentran en células de vertebrado e invertebrado. Desafortunadamente, el uso de
compuestos esteroideos que activan los receptores para la regulacion de la expresion génica, en particular en
plantas y mamiferos, esta limitado debido a su implicacién en muchas otras rutas biol6gicas naturales en estos
organismos. Para superar estas dificultades, se ha desarrollado un sistema alternativo usando receptores de
ecdisona (EcR) de insecto.

El crecimiento, la muda y el desarrollo de los insectos estan regulados por la hormona esteroidea ecdisona (hormona
de la muda) y las hormonas juveniles (Dhadialla, et al, 1998, Annu. Rev. Entomol. 43: 545-569). El objetivo
molecular de la ecdisona en insectos consiste en al menos un receptor de ecdisona (EcR) y una proteina
ultraespiraculo (USP). EI EcR es un miembro de la superfamilia de receptores esteroideos nucleares que se
caracteriza por dominios de unién a ADN distintivo y a ligando y un dominio de activacién (Koelle et al. 1991, Cell,
67:59-77). Los receptores EcR son sensibles a una serie de compuestos esteroideos tales como ponasterona A y
muristerona A. Recientemente, se han descrito compuestos no esteroideos con actividad ecdiesteroide agonista,
incluidos los insecticidas comercialmente disponibles tebufenozida y metoxifenozida, que se comercializan en todo el
mundo por Rohm and Haas Company (véase la solicitud de patente internacional n.® PCT/EP96/00686 y la patente
de EE. UU. 5.530.028). Ambos analogos tienen perfiles de seguridad excepcionales para otros organismos.

Las solicitudes de patente internacional N.2 PCT/US97/05330 (documento WO 97/38117) y PCT/US99/08381
(documento WO 99/58155) divulgan métodos para modular la expresion de un gen exdgeno en los que una
construccién de ADN que comprende el gen exégeno y un elemento de respuesta a ecdisona se activa por una
segunda construccién de ADN que comprende un receptor de ecdisona que, en presencia de un ligando para ello, y
opcionalmente en presencia de un receptor que puede actuar como comparero silencioso, se une al elemento de
respuesta a ecdisona para inducir la expresion génica. El receptor de ecdisona elegido se aisl6 a partir de Drosophila
melanogaster. Normalmente, estos sistemas requieren la presencia de un comparnero silencioso, preferentemente un
receptor X retinoide (RXR), para proporcionar una activacion optima. En células de mamifero, el receptor de
ecdisona de insecto (EcR) forma un heterodimero con el receptor X retinoide (RXR) y regula la expresién de genes
objetivo de manera dependiente de ligando. La solicitud de patente internacional N.2 PCT/US98/14215 (documento
WO 99/02683) divulga que el receptor de ecdisona aislado a partir de la polilla de seda Bombyx mori es funcional en
sistemas de mamifero sin necesidad de un comparfero de dimero exdgeno.

La patente de EE. UU. N.? 5.880.333 divulga un sistema de heterodimero de ultraespiraculo (USP) y EcR de
Drosophila melanogaster usado en plantas en las que el dominio de transactivacion y el dominio de unién a ADN
estan situados en dos proteinas hibridas diferentes. Desafortunadamente, este sistema no es eficaz para inducir la
expresion de genes indicadores en células animales (para comparacion, véase el ejemplo 1.2, mas adelante).

En cada uno de estos casos, el dominio de transactivacion y el dominio de unién de ADN (bien como EcR nativo
como en la solicitud de patente internacional n.2 PCT/US98/14215 o bien como EcR modificado como en la solicitud
de patente internacional N.2 PCT/US97/05330) se incorporaron en una sola molécula y los demas compareros
heterodiméricos, USP o RXR, se usaron en su estado nativo.

Las desventajas de los sistemas de regulacion génica basados en EcR descritos anteriormente incluyen una
considerable actividad de fondo en ausencia de ligandos y la imposibilidad de aplicar estos sistemas para su uso
tanto en plantas como en animales (véase la patente de EE. UU. N.2 5.880.333). Para la mayoria de las aplicaciones
que se basan en la modulacién de la expresién génica, no son deseables estos sistemas basados en EcR. Por lo
tanto, existe una necesidad en la técnica de proporcionar sistemas mejorados para modular de forma precisa la
expresion de genes exdégenos tanto en plantas como en animales. Estos sistemas mejorados serian Utiles para
aplicaciones tales como tratamiento génico, produccién de proteinas y anticuerpos a gran escala, ensayos de rastreo
de alto rendimiento basados en células, genémica funcional y regulacién de rasgos en animales transgénicos. Los
sistemas mejorados simples, compactos y dependientes de ligandos que son relativamente baratos, faciimente
disponibles y de baja toxicidad para el huésped, resultarian Utiles para regular sistemas bioldgicos.

Recientemente, los solicitantes han mostrado que un sistema inducible de expresion génica basado en receptores
de ecdisona en el que los dominios de transactivacion y de unién a ADN se separan entre si situandolos en dos
proteinas diferentes, da lugar a una actividad de fondo enormemente reducida en ausencia de un ligando y
significativamente aumentada con respecto al fondo en presencia de un ligando (en la solicitud en tramite
PCT/US01/09050). Este sistema de dos hibridos es un sistema inducible de expresion génica significativamente
mejorado en comparacién con los dos sistemas divulgados en las solicitudes PCT/US97/05330 y PCT/US98/14215.

Los solicitantes demostraron anteriormente que un sistema de expresion génica basado en receptores de ecdisona
en asociacién con una proteina ultraespiraculo (USP) de diptero (Drosophila melanogaster) o de lepidoptero
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(Choristoneura fumiferana) se expresa de forma constitutiva en células de mamifero, mientras que un sistema de
expresion génica basado en receptores de ecdisona en asociacién con un receptor X retinoide (RXR) de vertebrado
es inducible en células de mamifero (en la solicitud en tramite PCT/US01/09050). Recientemente, los solicitantes
realizaron el sorprendente descubrimiento de que un RXR de invertebrado distinto de diptero y de lepidoptero puede
funcionar de forma similar al RXR de vertebrado en un sistema inducible de expresién génica basado en receptores
de ecdisona (en la solicitud de EE. UU. presentada junto al presente documento).

Los solicitantes han mostrado ahora que un dominio de unién a ligando de RXR quimérico, que comprende al menos
dos fragmentos polipeptidicos, en el que el primer fragmento polipeptidico es de RXR de una especie de
vertebrado/invertebrado y el segundo fragmento polipeptidico es de RXR de una especie diferente de
vertebrado/invertebrado, de modo que se produce un dominio de unién a ligando de RXR quimérico de
vertebrado/invertebrado, un dominio de unién a ligando de RXR quimérico de vertebrado/vertebrado o un dominio de
unién a ligando de RXR quimérico de invertebrado/invertebrado, puede funcionar de forma similar a o mejor que el
RXR de vertebrado original o bien el RXR de invertebrado original en un sistema inducible de expresiéon génica
basado en receptores de ecdisona. Como se describe en el presente documento, el sistema inducible de expresién
génica basado en receptores X retinoides quiméricos/receptores de ecdisona proporciona un sistema inducible de
expresion génica en células de bacterias, hongos, levaduras, animales y mamiferos que se caracteriza por un
aumento de la sensibilidad a ligando y de la magnitud de la transactivacion.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a un sistema inducible de expresién génica basado en receptores X retinoides
quiméricos/receptores de ecdisona novedoso, polinucledtidos y polipéptidos de receptores quiméricos novedosos
para su uso en el sistema inducible de expresién génica novedoso y métodos de modulacion de la expresion de un
gen en una célula huésped usando este sistema inducible de expresion génica. En particular, la invencion de los
solicitantes se refiere a un sistema novedoso de modulaciéon de la expresion génica que comprende un
polinucleétido que codifica un dominio de union a ligando de RXR quimérico (LBD).

Especificamente, la presente invencion se refiere a un sistema de modulacion de la expresion génica que
comprende: a) un primer casete de expresion génica que se puede expresar en una célula huésped que comprende
un polinucleétido que codifica un primer polipéptido hibrido que comprende: i) un dominio de unién a ADN que
reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresion se quiere modular; y ii) un dominio de
union a ligando de receptor de ecdisona; y b) un segundo casete de expresion génica que se puede expresar en la
célula huésped que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica un segundo polipéptido hibrido que
comprende: i) un dominio de transactivacion; y ii) un dominio de union a ligando de receptor X retinoide quimérico.

La presente invencién también se refiere a un sistema de modulacion de la expresion génica que comprende: a) un
primer casete de expresion génica que se puede expresar en una célula huésped que comprende un polinucleétido
que codifica un primer polipéptido hibrido que comprende: i) un dominio de unién a ADN que reconoce un elemento
de respuesta asociado con un gen cuya expresion se quiere modular; y ii) un dominio de unién a ligando de receptor
X retinoide quimérico; y b) un segundo casete de expresion génica que se puede expresar en la célula huésped que
comprende una secuencia polinucleotidica que codifica un segundo polipéptido hibrido que comprende: i) un dominio
de transactivacion; y ii) un dominio de union a ligando de receptor de ecdisona.

La presente invencién también se refiere a un sistema de modulacién de la expresién génica de acuerdo con la
invencion que ademas comprende c) un tercer casete de expresién génica que comprende: i) un elemento de
respuesta al que se une el dominio de unién a ADN del primer polipéptido hibrido; ii) un promotor que se activa por el
dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido; y iii) un gen cuya expresion se quiere modular.

La presente invencidn también se refiere a un casete de expresion génica que se puede expresar en una célula
huésped, en el que el casete de expresion génica comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido hibrido
que comprende, bien i) un dominio de unién a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen
cuya expresion se quiere modular o bien ii) un dominio de transactivacion; y un dominio de unién a ligando de
receptor X retinoide quimérico.

La presente invencion también se refiere a un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido hibrido que
comprende, o bien i) un dominio de unién a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya
expresion se quiere modular o bien ii) un dominio de transactivacion; y un dominio de unién a ligando de receptor X
retinoide quimérico de vertebrado e invertebrado. La presente invencidén también se refiere a un polipéptido hibrido
aislado codificado por el polinucle6tido de acuerdo con la invencion.

La presente invencién también se refiere a un polinucleétido aislado que codifica un LBD truncado de RXR
quimérico. En una realizacion especifica, el polinucleétido aislado codifica un LBD truncado de RXR quimérico, en el
que la mutacién por truncamiento afecta a la actividad de union a ligando o a la sensibilidad a ligando del LBD de
RXR quimérico. En otra realizacion especifica, el polinucleétido aislado codifica un polipéptido truncado de RXR
quimérico que comprende una mutacién por truncamiento que aumenta la sensibilidad a ligando de un heterodimero
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que comprende el polipéptido truncado de RXR quimérico y un comparnero de dimerizacion. En una realizacion
especifica, el comparero de dimerizacion es un polipéptido de receptor de ecdisona.

La presente invencién también se refiere a un polipéptido aislado codificado por un polinucleétido de acuerdo con la
invencion de los solicitantes.

La presente invencién también se refiere a un polipéptido hibrido que comprende, o bien i) un dominio de unién a
ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresion se quiere modular o bien ii) un
dominio de transactivacion; y un dominio de union a ligando de receptor X retinoide quimérico.

La presente invencion se refiere a un LBD truncado de RXR quimérico aislado que comprende una mutaciéon por
truncamiento, en el que el LBD truncado de RXR quimérico esta codificado por un polinucleétido de acuerdo con la
invencion.

Por tanto, la presente invencion también se refiere a un LBD truncado de RXR quimérico aislado que comprende una
mutacion por truncamiento que afecta a la actividad de unién a ligando o a la sensibilidad a ligando de dicho LBD
truncado de RXR quimérico.

La presente invencion también se refiere a un LBD truncado de RXR quimérico aislado que comprende una
mutacién por truncamiento que aumenta la sensibilidad a ligando de un heterodimero que comprende el LBD
truncado de RXR quimérico y un companero de dimerizacién. En una realizacion especifica, el compafero de
dimerizacién es un polipéptido de receptor de ecdisona.

La invencion de los solicitantes también se refiere a métodos de modulacion de la expresién génica en una célula
huésped usando un sistema de modulacién de la expresion génica de acuerdo con la invencién. Especificamente, la
invencién de los solicitantes proporciona un método de modulacion de la expresion de un gen en una célula huésped
que comprende las etapas de: a) introducir en la célula huésped un sistema de modulacién de la expresion génica
de acuerdo con la invencion; b) introducir en la célula huésped un casete de expresion génica que comprende i) un
elemento de respuesta que comprende un dominio reconocido por el dominio de unién a ADN del primer polipéptido
hibrido; ii) un promotor que se activa por el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido; y iii) un gen
cuya expresion se quiere modular; y c) introducir en la célula huésped un ligando; de modo que, tras la introduccién
del ligando en el huésped, se modula la expresién del gen de biii).

La invencién de los solicitantes también proporciona un método de modulaciéon de la expresiéon de un gen en una
célula huésped que comprende un casete de expresién génica que comprende un elemento de respuesta que
comprende un dominio reconocido por el dominio de unién a ADN del primer polipéptido hibrido; un promotor que se
activa por el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido; y un gen cuya expresién se quiere modular;
en el que el método comprende las etapas de: a) introducir en la célula huésped un sistema de modulacién de la
expresion génica de acuerdo con la invencién; y b) introducir en la célula huésped un ligando; de modo que, tras la
introduccion del ligando en el huésped, se modula la expresion del gen.

La invenciéon de los solicitantes también proporciona una célula huésped aislada que comprende un sistema
inducible de expresién génica de acuerdo con la invencion. La presente invencion también se refiere a una célula
huésped aislada que comprende un casete de expresién génica, un polinucleétido o un polipéptido de acuerdo con la
invencion. En consecuencia, la invencién de los solicitantes también se refiere a un organismo no humano que
comprende una célula huésped de acuerdo con la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Datos de expresion de VP16LmUSP-EF, VP16MmRXRo-EF y tres clones independientes de
VP16MmRXRa (1-7)-LmUSP (8-12)-EF en células NIH3T3 junto con GAL4CfEcR-CDEF y pFRLuc en presencia de
ligando no esteroideo (GSE).

Figura 2: Datos de expresion de VP16LmUSP-EF, VP16MmRXRa-EF y dos clones independientes de
VP16MmRXRa (1-7)-LmUSP (8-12)-EF en células NIH3T3 junto con GAL4CfEcR-CDEF y pFRLuc en presencia de
ligando no esteroideo (GSE).

Figura 3: Datos de expresion de VP16LmUSP-EF, VP16MmRXRa-EF y dos clones independientes de
VP16MmRXRa (1-7)-LmUSP (8-12)-EF en células A549 junto con GAL4CfECR-CDEF y pFRLuc en presencia de
ligando no esteroideo (GSE).

Figura 4: Alineaciones de secuencias de aminoacidos de los dominios EF de seis RXR de vertebrado (A) y seis RXR
de invertebrado (B). B6, B8, B9, B10 y B11 indican uniones Bquimera. A1 indica unién para aquimera. Las hélices 1-
12 se indican como H1-H12 y las laminas B plegadas se indican como S1 y S2. F indica la unién del dominio F.
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Figura 5: Datos de expresion de interruptores génicos 1.3-1.6 basados en RXR quimérico GAL4CfEcR-CDEF/VP16
en células NIH3T3 junto con pFRLuc en presencia de ligando no esteroideo (GSE).

Figura 6: Datos de expresién de interruptores génicos que comprenden los dominios DEF de EcR de CfEcR,
DmEcR, TmEcR o AmaEcR fusionados con el dominio de unién a ADN de GAL4 y los dominios EF de RXR/USP de
CfUSP, DmUSP, LmUSP, MrnRXRa, una quimera entre MmRXRa y LmUSP (quimera), AmaRXR1 o AmaRXR2
fusionados con un dominio de activacion VP16 junto con pFRLuc en células NIH3T3 en presencia de ligando
esteroideo (PonA) o no esteroideo (GSE). Las diferentes construcciones de RXR/USP se compararon en asociacién
con GAL4CfEcR-DEF.

Figura 7: Datos de expresién de interruptores génicos que comprenden los dominios DEF de EcR de CfEcR,
DmEcR, TmEcR o AmaEcR fusionados con el dominio de unién a ADN de GAL4 y los dominios EF de RXR/USP de
CfUSP, DmUSP, LmUSP, MrnRXRa, una quimera entre MmRXRa y LmUSP (Quimera), AmaRXR1 o AmaRXR2
fusionados con un dominio de activacion VP16 junto con pFRLuc en células NIH3T3 en presencia de ligando
esteroideo (PonA) o no esteroideo (GSE). Las diferentes construcciones de RXR/USP se compararon en asociacién
con GAL4DmECcR-DEF.

Figura 8: Datos de expresién de interruptores génicos que comprenden los dominios DEF de EcR de CfEcR,
DmEcR, TmEcR o AmaEcR fusionados con el dominio de unién a ADN de GAL4 y los dominios EF de RXR/USP de
CfUSP, DmUSP, LmUSP, MrnRXRa,, una quimera entre MmRXRa y LmUSP (Quimera), AmaRXR1 o AmaRXR2
fusionados con un dominio de activacion VP16 junto con pFRLuc en células NIH3T3 en presencia de ligando
esteroideo (PonA) o no esteroideo (GSE). Las diferentes construcciones de EcR se compararon en asociaciéon con
un RXR-EF quimérico (MmRXRa-(1-7)-LmUSP(8-12)-EF).

Figura 9: Datos de expresién de VP16/MmRXRa-EF (aRXR), VP16/quimera entre MmRXRa-EF y LmUSP-EF
(MmRXRao-(1-7)-LmUSP(8-12)-EF; aQ7), VP16/LmUSP-EF (LmUSP) y tres clones independientes de cada una de
las cinco VP16/quimeras entre HsSRXRB-EF y LmUSP-EF (véase la tabla 1 para construcciones quiméricas de RXR;
bRXRQ6, bRXRQ8, bRXRQY9, bRXRQ10 y bRXRQ11) se transfectaron en células NIH3T3 junto con GAL4/CfEcR-
DEF y pFRLuc. Las células transfectadas se hicieron crecer en presencia de 0, 0,2, 1 y 10 uM de ligando no
esteroideo (GSE). La actividad indicadora se cuantificé 48 horas después de afadir los ligandos.

Figura 10: Datos de expresién de W16/MmRXRa-EF (aRXR), VP16/quimera entre MmRXRo-EF y LmUSP-EF
(MmRXRao-(1-7)-LmUSP(8-12)-EF; aQ7), VP16/LmUSP-EF (LmUSP) y tres clones independientes de cada una de
las cinco VP16/quimeras entre HsSRXRB-EF y LmUSP-EF (véase la tabla 1 para construcciones quiméricas de RXR;
bRXRQ6, bRXRQ8, bRXRQY, bRXRQ10 y bRXRQ11) se transfectaron en células NIH3T3 junto con GAL4/CfEcR-
DEF y pFRLuc. Las células transfectadas se hicieron crecer en presencia de 0, 0,2, 1 y 10 uM de ligando esteroideo
(PonA) o 0, 0,04, 0,2, 1 y 10 uM de ligando no esteroideo (GSE). La actividad indicadora se cuantificé 48 horas
después de anadir los ligandos.

Figura 11: Datos de expresion de VP16/MmRXRa-EF (aRXR), VP16/quimera entre MmRXRa-EF y LmUSP-EF
(MmRXRo-(1-7)-LmUSP(8-12)-EF; aQ7), VP16/LmUSP-EF (LmUSP) y tres clones independiente de cada una de las
cinco VP16/quimeras entre HSRXRB-EF y LmUSP-EF (véase la tabla 1 para construcciones quiméricas de RXR;
bRXRQ6, bRXRQ8, bRXRQY, bRXRQ10 y bRXRQ11) se transfectaron en células NIH3T3 junto con GAL4/DmEcR-
DEF y pFRLuc. Las células transfectadas se hicieron crecer en presencia de 0, 0,2, 1 y 10 uM de ligando esteroideo
(PonA) o 0, 0,04, 0,2, 1 y 10 uM de ligando no esteroideo (GSE). La actividad indicadora se cuantificé 48 horas
después de anadir los ligandos.

Figura 12: Efecto del acido 9-cis-retinoico sobre el potencial de transactivacion del interruptor génico GAL4CfEcCR-
DEF/VP16HsRXRB-(1-8)-LmUSP-(9-12)-EF (Bguimera 9) junto con pFRLuc en células NIH 3T3 en presencia de no
esteroide (GSE) y acido 9-cis-retinoico (9Cis) durante 48 horas.

Descripcion detallada de la invencion

Los solicitantes han mostrado ahora que los dominios de unién a ligando de RXR quiméricos son funcionales dentro
de un sistema inducible de modulacion de la expresidon génica basado en Ec-R en células de mamifero y que estos
LBD de RXR presentan sensibilidades a ligando y capacidades de transactivacion ventajosas. Por tanto, la invencion
de los solicitantes proporciona un sistema inducible de expresién génica basado en receptores de ecdisona
novedoso que comprende un dominio de unién a ligando de receptor X retinoide quimérico. En una realizacion
particularmente deseable, la invencion de los solicitantes proporciona un sistema inducible de expresién génica que
tiene un nivel reducido de expresion génica de fondo y es sensible a concentraciones submicromolares de ligando
no esteroideo. Por tanto, el sistema inducible de expresién génica novedoso de los solicitantes y su uso en método
de modulacién de la expresién génica en una célula huésped superan las limitaciones de los sistemas inducibles de
expresion génica disponibles actualmente y proporcionan al experto un medio eficaz para controlar la expresién
génica.
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La presente invencion es util para aplicaciones tales como tratamiento génico, produccion de anticuerpos a gran
escala, ensayos de rastreo de alto rendimiento basados en células, gendmica funcional, andlisis de protedmica y
metabolémica y regulacion de rasgos en organismos transgénicos, donde es deseable el control de los niveles de
expresion génica. Una ventaja de la invencion de los solicitantes es que proporciona un medio para regular la
expresion génica y para adaptar los niveles de expresion génica para adecuarlos a las necesidades del usuario.

Definiciones

En la presente divulgacion, se usan una serie de términos/expresiones y abreviaturas. Se proporcionan las
definiciones siguientes y deberian ser Utiles para la comprensién del alcance y la puesta en practica de la presente
invencion.

En una realizacion especifica, el término "alrededor de" o "aproximadamente" significa dentro del 20 %,
preferentemente dentro del 10 %, mas preferentemente dentro del 5 % e incluso mas preferentemente dentro del
1 % de un valor o intervalo dado.

La expresién "no tiene sustancialmente” significa que una composicién que comprende "A" (donde "A" es una sola
proteina, molécula de ADN, vector, célula huésped recombinante, etc.) no tiene, sustancialmente, "B" (donde "B"
comprende una 0 mas proteinas, moléculas de ADN, vectores, etc., contaminantes) cuando al menos alrededor del
75 % en peso de las proteinas, ADN, vectores (en funcién de la categoria de las especies a las que pertenezcan Ay
B) de la composicién es "A". Preferentemente, "A" comprende al menos alrededor del 90 % en peso de las especies
A + B de la composicion, lo mas preferentemente, al menos alrededor del 99 % en peso. También se prefiere que
una composicidon que no tiene, sustancialmente, contaminacién, contenga Unicamente especies de un sé6lo peso
molecular que tengan la actividad o caracteristica de la especie de interés.

El término "aislado" con los fines de la presente invencion designa un material bioldgico (acido nucleico o proteina)
que se ha sacado de su entorno original (el entorno en el que se encuentra presente de forma natural). Por ejemplo,
un polinucledtido presente en el estado natural en un planta o un animal no esta aislado, sin embargo, el mismo
nucleétido separado de los acidos nucleicos adyacentes en los que esta presente de forma natural, se considera
"aislado". El término "purificado" no requiere que el material esté presente en una forma que presente una pureza
absoluta, que excluya la presencia de otros compuestos. Es mas bien una definicién relativa.

Un polinucleétido esta en el estado "purificado" después de la purificacion del material de partida o del material
natural en al menos un orden de magnitud, preferentemente 2 o 3 y preferentemente 4 o 5 6rdenes de magnitud.

Un "&cido nucleico" es un compuesto polimérico formado por subunidades enlazadas covalentemente denominadas
nucledtidos. Los acidos nucleicos incluyen acido polirribonucleico (ARN) y é&cido polidesoxirribonucleico (ADN),
ambos de los cuales pueden ser monocatenarios o bicatenarios. EI ADN incluye, entre otros, ADNc, ADN gendmico,
ADN plasmidico, ADN sintético y ADN semisintético. EI ADN puede ser lineal, circular o superenrollado.

Una "molécula de acido nucleico" se refiere a la forma polimérica de ésteres de fosfato de ribonucledsidos
(adenosina, guanosina, uridina o citidina; "moléculas de ARN") o desoxirribonucledsidos (desoxiadenosina,
desoxiguanosina, desoxitimidina o desoxicitidina; "moléculas de ADN"), o cualquier analogo de fosfoéster de los
mismos, tales como fosforotioatos y tioésteres, tanto en forma monocatenaria como en una hélice bicatenaria.
Pueden existir hélices bicatenarias de ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN. El término molécula de acido nucleico vy,
en particular, molécula de ADN o ARN, se refiere Unicamente a la estructura primaria y secundaria de la molécula, y
no la limita a ninguna forma terciaria en particular. Asi, este término incluye ADN bicatenario que se encuentra, entre
otros, en moléculas de ADN lineal o circular (p. ej., fragmentos de restriccion), plasmidos y cromosomas. En el
analisis de la estructura de moléculas de ADN bicatenarias concretas, se pueden describir las secuencias en el
presente documento de acuerdo con el consenso normal de dar Unicamente la secuencia en la direccion de 5'a 3' a
lo largo de la hebra de ADN no transcrita (es decir, la hebra que tiene una secuencia homoéloga al ARNm). Una
"molécula de ADN recombinante" es una molécula de ADN que ha sufrido manipulacion biolégica molecular.

Se entendera que el término "fragmento" significa una secuencia de nucleétidos de longitud reducida con respecto al
acido nucleico de referencia y que comprende, a lo largo de la porcion comdn, una secuencia de nucleétidos idéntica
al acido nucleico de referencia. Un fragmento de acido nucleico de este tipo de acuerdo con la invenciéon, puede
estar, si es apropiado, incluido en un polinucleétido mayor del que forma parte. Estos fragmentos comprenden, o de
forma alternativa consisten en, oligonucleétidos cuya longitud varia desde al menos 6, 8, 9, 10, 12, 15, 18, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 30, 39, 40, 42, 45, 48, 50, 51, 54, 57, 60, 63, 66, 70, 75, 78, 80, 90, 100, 105, 120, 135, 150, 200,
300, 500, 720, 900, 1000 o 1500 nucleétidos consecutivos de un acido nucleico de acuerdo con la invencion.

Como se usa en el presente documento, un "fragmento de acido nucleico aislado" es un polimero de ARN o ADN
que es mono o bicatenario, que contiene opcionalmente bases de nucleétido sintéticas, artificiales o modificadas. Un
fragmento de acido nucleico aislado en forma de un polimero de ADN puede estar formado por uno o mas
segmentos de ADNc, ADN gendmico o ADN sintético.
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Un "gen" se refiere a un conjunto de nucleétidos que codifican un polipéptido, e incluye acidos nucleicos de ADNc y
ADN genomico. "Gen" también se refiere a un fragmento de &cido nucleico que expresa una proteina o un
polipéptido especificos, incluidas las secuencias reguladoras anteriores (secuencias no codificantes en 5') y
posteriores (secuencias no codificantes en 3') a la secuencia codificante. "Gen nativo" se refiere a un gen tal como
se encuentra en la naturaleza con sus propias secuencias reguladoras. "Gen quimérico" se refiere a cualquier gen
que no es un gen nativo, que comprende secuencias reguladoras y/o codificantes que no se encuentran juntas en la
naturaleza. En consecuencia, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias
codificantes que derivan de distintas fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas de la
misma fuente, pero dispuestas de una manera diferente a la que se encuentra en la naturaleza. Un gen quimérico
puede comprender secuencias codificantes derivadas de fuentes diferentes y/o secuencias reguladoras derivadas de
fuentes diferentes. "Gen enddgeno" se refiere a un gen nativo en su ubicacién natural en el genoma de un
organismo. Un gen "exdgeno" o gen "heterélogo" se refiere a un gen que no se encuentra normalmente en el
organismo huésped, sino que se introduce en el organismo huésped mediante transferencia génica. Los genes
exdgenos pueden comprender genes nativos insertados en un organismo no nativo o genes quiméricos. Un
"transgén" es un gen que se ha introducido en el genoma mediante un procedimiento de transformacion.

ADN "heterélogo” se refiere a ADN ubicado de forma artificial en la célula o en un sitio cromosémico de la célula.
Preferentemente, el ADN heterélogo incluye un gen exégeno a la célula.

El término "genoma" incluye ADN o ARN cromosémico, asi como mitocodrial, cloroplastico y virico.

Una molécula de acido nucleico "se puede hibridar" con otra molécula de acido nucleico, tal como un ADNc, ADN
gendmico o ARN, cuando una forma monocatenaria de la molécula de acido nucleico se puede alinear con la otra
molécula de acido nucleico bajo las condiciones apropiadas de temperatura y fuerza iénica de la solucion (véase
Sambrook et al., 1989 infra). Las condiciones de hibridacion y lavado son bien conocidas y se ejemplifican en
Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicion, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor (1989), en particular en el capitulo 11 y la tabla 11.1 de dicho
documento. Las condiciones de temperatura y fuerza iénica determinan la "rigurosidad" de la hibridacién.

Las condiciones de rigurosidad se pueden ajustar para rastrear de fragmentos moderadamente similares, tales como
secuencias homologas de organismos relacionados de forma lejana, a fragmentos altamente similares, tales como
genes que duplican enzimas funcionales de organismos estrechamente relacionados. Para el rastreo preliminar de
acidos nucleicos homologos, se pueden usar condiciones de hibridacién poco rigurosas, que corresponden a una Tn,
de 559, p. €., SSC 5x, SDS al 0,1 %, leche al 0,25 % y sin formamida; o formamida al 30 %, SSC 5x, SDS al 0,5 %).
La condiciones de hibridacion moderadamente rigurosas corresponden a una T, mayor, p. €j., formamida al 40 %,
con SSC 5x o 6x. Las condiciones de hibridacién altamente rigurosas corresponden a la mayor T, p. €j., formamida
al 50 %, SSC 5x o 6x. La hibridacién requiere que los dos acidos nucleicos contengan secuencias complementarias,
aunque en funcién de la rigurosidad de la hibridacién, pueden existir apareamientos erréneos entre bases.

El término "complementario” se usa para describir la relacién entre bases de nucleétidos que pueden hibridarse
entre si. Por ejemplo, con respecto al ADN, la adenosina es complementaria a la timina y la citosina es
complementaria a la guanina. En consecuencia, la presente invenciéon también incluye fragmentos de acido nucleico
aislado que son complementarios a las secuencias completas como se divulgan o se usan en el presente
documento, asi como aquellas secuencias de acidos nucleicos sustancialmente similares.

En una realizacion especifica, el término "condiciones de hibridacion estandar" se refiere a una T de 55 °C, y utiliza
condiciones expuestas anteriormente. En una realizacién preferida, la Tm es de 60 °C; en una realizacion mas
preferida, la T es de 65 °C.

Los lavados posteriores a la hibridacion también determinan las condiciones de rigurosidad. Un conjunto de
condiciones preferidas usa una serie de lavados que comienzan con SSC 6x, SDS al 0,5 % a temperatura ambiente
durante 15 minutos (min), repetido después con SSC 2x, SDS al 0,5 % a 45 °C durante 30 minutos, y repetido
después dos veces con SSC 0,2x, SDS al 0,5 % a 50 °C durante 30 minutos. Un conjunto de condiciones rigurosas
mas preferido usa temperaturas mas altas en las que los lavados son idénticos a los anteriores, excepto por la
temperatura de los dos lavados finales de 30 min en SSC 0,2x, SDS al 0,5 %, que se aumentd hasta 60 °C. Otro
conjunto preferido de condiciones altamente rigurosas usa dos lavados finales en SSC 0,1x, SDS al 0,1 % a 65 °C.
La hibridacién requiere que los dos acidos nucleicos comprendan secuencias complementarias, aunque en funcién
de la rigurosidad de la hibridacién, pueden existir apareamientos erroneos entre bases.

La rigurosidad apropiada para hibridar acidos nucleicos depende de la longitud de los acidos nucleicos y del grado
de complementacion, variables bien conocidas en la técnica. Cuanto mayor es el grado de similitud u homologia
entre dos secuencias de nucleétidos, mayor es el valor de Tr para hibridos de acidos nucleicos que tienen esas
secuencias. La estabilidad relativa (correspondiente a una T, mayor) de las hibridaciones de acidos nucleicos
disminuye en el siguiente orden: ARN:ARN, ADN:ARN, ADN:ADN. Para hibridos de mas de 100 nucleétidos de
longitud, se han derivado ecuaciones para calcular T, (véase Sambrook et al., supra, 9.50-0.51). Para la hibridacion
con &cidos nucleicos mas cortos, es decir, oligonucleétidos, la posicion de los apareamientos erroneos adquiere mas
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importancia y la longitud del oligonucleétido determina su especificidad (véase Sambrook et al., supra, 11.7-11.8).

En una realizacion la longitud de un &cido nucleico hibridable es de al menos 10 nucleétidos. Preferentemente, una
longitud minima para un &cido nucleico hibridable es de al menos alrededor de 15 nucleétidos; méas preferentemente
de al menos alrededor de 20 nucleétidos; y lo mas preferentemente la longitud es de al menos 30 nucleotidos.
Ademas, el experto en la técnica reconocera que la temperatura y la concentracién salina de la solucion de lavado
se pueden ajustar segun sea necesario, de acuerdo con factores tales como la longitud de la sonda.

El término "sonda" se refiere a una molécula de acido nucleico monocatenaria que puede aparear sus bases con un
acido nucleico objetivo monocatenario complementario para formar una molécula bicatenaria. Como se usa en el
presente documento, el término "oligonucledtido" se refiere a un acido nucleico, en general de al menos 18
nucleétidos, que es hibridable con una molécula de ADN genémico, una molécula de ADNc, un ADN plasmidico o
una moléculas de ARNm. Los oligonucleétidos pueden estar marcados, p. €j., con ¥p_nucledtidos o nucledtidos a
los que se ha conjugado covalentemente una marca, tal como biotina. Un oligonucleétido marcado se puede usar
como sonda para detectar la presencia de un acido nucleico. Los oligonucleétidos (de los que pueden estar
marcados uno 0 ambos) se pueden usar como cebadores de PCR, para clonar un fragmento de acido nucleico o uno
de longitud completa, o para detectar la presencia de un acido nucleico. Un oligonucleétido también se puede usar
para formar una triple hélice con una molécula de ADN. En general, los oligonucleétidos se preparan sintéticamente,
preferentemente en un sintetizador de acidos nucleicos. En consecuencia, se pueden preparar oligonucleétidos con
enlaces fosfoéster analogos artificiales, tales como enlaces tioéster, etc.

Un "cebador" es un oligonucleétido que hibrida con una secuencia de acidos nucleicos objetivo para crear una region
de acido nucleico bicatenario que puede servir como punto de inicio para la sintesis de ADN bajo condiciones
adecuadas. Estos cebadores se pueden usar en la reaccion en cadena de la polimerasa.

"Reaccion en cadena de la polimerasa" se abrevia como PCR y significa un método in vitro para amplificar
enzimaticamente secuencias de acidos nucleicos especificas. La PCR implica una serie repetitiva de ciclos de
temperatura, comprendiendo cada ciclo tres etapas: desnaturalizacién del acido nucleico molde para separar las
hebras de la moléculas objetivo, alineacién de un cebador oligonucleotidico de PCR con el acido nucleico molde y
extensién del/de los cebador(es) mediante la polimerasa de ADN. La PCR proporciona un medio para detectar la
presencia de la molécula objetivo y, bajo condiciones cuantitativas o semicuantitativas, para determinar la cantidad
relativa de esa molécula objetivo en el grupo de acidos nucleicos de partida.

"La reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa" se abrevia RT-PCR vy significa un método in vitro
para producir enzimaticamente una molécula o moléculas de ADNc objetivo a partir de una molécula o moléculas de
ARN, seguido de la amplificacion enzimatica de una secuencia o secuencias de acidos nucleicos especificas de la
molécula o moléculas de ADNc descritas anteriormente. La RT-PCR también proporciona un medio para detectar la
presencia de la molécula objetivo y, bajo condiciones cuantitativas o semicuantitativas, para determinar la cantidad
relativa de esa molécula objetivo en el grupo de acidos nucleicos de partida.

Una "secuencia codificante” de ADN es una secuencia de ADN bicatenario que se transcribe y se traduce en un
polipéptido en una célula in vitro o in vivo cuando se sitla bajo el control de secuencias reguladoras adecuadas.
"Secuencias reguladoras adecuadas” se refiere a secuencias de nucle6tidos situadas corriente arriba (secuencias no
codificantes en 5'), dentro o corriente abajo (secuencias no codificantes en 3') de una secuencia codificante, y que
influyen en la transcripcion, el procesamiento o la estabilidad del ARN o la traduccién de la secuencia codificante.
Las secuencias reguladoras pueden incluir promotores, secuencias lider de la traduccién, intrones, secuencias de
reconocimiento de poliadenilacién, sitios de procesamiento de ARN, sitios de unién a efectores y estructuras de tallo-
lazo. Los limites de la secuencia codificante se determinan por un codén de inicio en el extremo 5' terminal (amino) y
un codén de detencién de la traducciéon en el extremo 3' terminal (carboxilo). Una secuencia codificante puede
incluir, entre otras, secuencias procariotas, ADNc de ARNm, secuencias de ADN gendmico e incluso secuencias de
ADN sintéticas. Si la secuencia codificante esta destinada a la expresiéon en una célula eucariota, habitualmente
habra una senal de poliadenilacion y una secuencia de terminacion de la transcripcion situadas en 3' de la secuencia
codificante.

"Marco de lectura abierto" se abrevia ORF vy significa una extension de secuencia de acidos nucleicos, bien de ADN,
ADNc o ARN, que comprende una sefial de inicio o un codon de inicio de la traduccién, tal como un ATG o AUG, y
un coddn de terminacion y se puede traducir potencialmente en una secuencia polipeptidica.

El término "cabeza-cabeza" se usa en el presente documento para describir la orientacion de dos secuencias
polinucleotidicas una con respecto a la otra. Dos polinucleé6tidos estan situados en una orientacién cabeza-cabeza
cuando el extremo 5' de la hebra codificante de un polinucleétido estd adyacente al extremo 5' de la hebra
codificante del otro polinucleétido, de modo que la direccién de la transcripcion de cada polinucleétido avanza
alejandose del extremo 5' del otro polinucleétido. El término "cabeza-cabeza" se puede abreviar como (5'-a-(5") y
también se puede indicar mediante los simbolos («——) o0 (3'—5'5'>3").

El término "cola-cola" se usa en el presente documento para describir la orientacién de dos secuencias
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polinucleotidicas una con respecto a la otra. Dos polinucleétidos estan situados en una orientacion cola-cola cuando
el extremo 3' de la hebra codificante de un polinucleétido esta adyacente al extremo 3' de la hebra codificante del
otro polinucleétido, de modo que la direccién de la transcripcién de cada polinucleétido avanza hacia el otro
polinucleétido. El término "cola-cola" se puede abreviar como (3')-a-(3') y también se puede indicar mediante los
simbolos (—+«) 0 (5'>3'3'«5').

El término "cabeza-cola" se usa en el presente documento para describir la orientacion de dos secuencias
polinucleotidicas una con respecto a la otra. Dos polinucleétidos estan situados en una orientacién cabeza-cola
cuando el extremo 5' de la hebra codificante de un polinucleétido estd adyacente al extremo 3' de la hebra
codificante del otro polinucleétido, de modo que la direccién de la transcripcion de cada polinucleétido avanza en la
misma direccién que la del otro polinucleétido. El término "cabeza-cola" se puede abreviar como (5')-a-(3') y también
se puede indicar mediante los simbolos (——) o (5'>5'5'—-3').

El término "corriente abajo" se refiere a una secuencia de nucleétidos que esta situada en 3' de la secuencia de
nucleétidos de referencia. En particular, las secuencias de nucleétidos corriente abajo se refieren, en general, a
secuencias posteriores al punto de inicio de la transcripcion. Por ejemplo, el coddn de inicio de la traducciéon de un
gen se sitla corriente abajo del sitio de inicio de la transcripcion.

El término "corriente arriba" se refiere a una secuencia de nucleétidos que esta situada en 5' de la secuencia de
nucleétidos de referencia. En particular, las secuencias de nucle6tidos corriente arriba se refieren, en general, a
secuencias que se sitlan en el lado 5' de una secuencia codificante o punto de inicio de la transcripcién. Por
ejemplo, la mayor parte de los promotores se sitlan corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcién.

Los términos "endonucleasa de restriccion" y "enzima de restriccién” se refieren a una enzima que se une y corta en
una secuencia de nucleotidos especifica de un ADN bicatenario.

"Recombinacion homoéloga" se refiere a la insercion de una secuencia de ADN exdgeno en otra molécula de ADN, p.
€., la insercion de un vector en un cromosoma. Preferentemente, el vector se dirige a un sitio cromosdémico
especifico para su recombinacion homoéloga. Para la recombinaciéon homéloga especifica, el vector contendra
regiones de homologia con las secuencias del cromosoma lo suficientemente largas como para permitir la unién
complementaria y la incorporacion del vector en el cromosoma. Regiones de homologia mas largas y grados de
similitud de secuencia mayores pueden aumentar la eficacia de la recombinacién homoéloga.

Se pueden usar varios métodos conocidos en la técnica para propagar un polinucleétido de acuerdo con la
invencion. Una vez establecidos un sistema huésped y unas condiciones de crecimiento adecuados, se pueden
propagar y preparar en cantidad vectores de expresion recombinantes. Como se describe en el presente documento,
los vectores de expresion que se pueden usar, incluyen, entre otros, los siguientes vectores o sus derivados: virus
humanos o animales tales como virus vaccinia o adenovirus; virus de insectos tales como baculovirus; vectores de
levaduras; vectores bacteriofagos (p. ej., lambda) y vectores de ADN plasmidico y cosmidico, por mencionar
algunos.

Un "vector" es cualquier medio para la clonacién y/o la transferencia de un acido nucleico en una célula huésped. Un
vector puede ser un replicdn al que se puede unir otro segmento de ADN para que se produzca la duplicacién del
segmento unido. Un "replicon" es cualquier elemento genético (p. €j., plasmido, fago, cosmido, cromosoma, virus)
que funciona como una unidad auténoma de duplicacion de ADN in vivo, es decir, que puede duplicarse bajo su
propio control. El término "vector" incluye medios tanto viricos como no viricos para introducir el acido nucleico en
una célula in vitro, ex vivo o in vivo. Se pueden usar una gran cantidad de vectores conocidos en la técnica para
manipular acidos nucleicos, incorporar elementos de respuesta y promotores en genes, etc. Los vectores posibles
incluyen, por ejemplo, plasmidos o virus modificados incluidos, por ejemplo bacteriéfagos tales como derivados de
lambda, o plasmidos tales como derivados de los plasmidos PBR322 o pUC, o el vector Bluescript. Por ejemplo, la
insercion de los fragmentos de ADN correspondientes a elementos de respuesta y promotores en un vector
adecuado se puede lograr ligando los fragmentos de ADN apropiados en un vector elegido que tenga extremos
cohesivos complementarios. De forma alternativa, se pueden modificar enzimaticamente los extremos de las
moléculas de ADN o se puede producir cualquier sitio ligando secuencias de nucledtidos (enlazadores) en los
extremos del ADN. Estos vectores se pueden genomanipular para que contengan genes marcadores seleccionables
que permiten la seleccion de células que han incorporado el marcador en el genoma celular. Estos marcadores
permiten la identificacion y/o la seleccién de células huésped que incorporan y expresan las proteinas codificadas
por el marcador.

Los vectores viricos, y en particular los vectores retroviricos, se han usado en una amplia variedad de aplicaciones
de administracion de genes en células, asi como en sujetos animales vivos. Los vectores viricos que se pueden usar
incluyen, entre otros, vectores de retrovirus, virus adenoasociados, viruela, baculovirus, vaccinia, herpes simplex,
Epstein-Barr, adenovirus, geminivirus and caulimovirus. Los vectores no viricos incluyen plasmidos, liposomas,
lipidos cargados eléctricamente (citofectinas), complejos de ADN-proteina y biopolimeros. Ademas de un acido
nucleico, un vector también puede comprender una o mas regiones reguladoras y/o marcadores seleccionables
utiles para seleccionar, medir y monitorizar los resultados de la transferencia de acidos nucleicos (transferencia a
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qué tejidos, duracién de la expresion, etc.).

El término "plasmido” se refiere a un elemento extracromosdémico que frecuentemente porta un gen que no forma
parte del metabolismo central de la células, y habitualmente en forma de moléculas de ADN bicatenario circular.
Estos elementos pueden ser secuencias de duplicacion auténoma, secuencias que forman parte del genoma,
secuencias de fagos o de nucleoétidos, lineales, circulares o superenrolladas de un ADN o ARN mono o bicatenario,
derivado de cualquier fuente, en el que las secuencias de nucleétidos se han unido o recombinado en una Unica
construccién que puede introducir un fragmento promotor y la secuencia de ADN para un producto génico
seleccionado junto con la secuencia no traducida en 3' apropiada en una célula.

Un "vector de clonacion" es un "replicon", que es una extension unitaria de acido nucleico, preferentemente ADN,
que se duplica de forma secuencial y que comprenden un origen de duplicacion, tal como un plasmido, fago o
cosmido, al que se puede unir otro segmento de acido nucleico para que se produzca la duplicacién del segmento
unido. Los vectores de clonacion pueden ser capaces de replicarse en un tipo celular y expresarse en otro ("vector
lanzadera").

Los vectores se pueden introducir en las células huésped deseadas mediante métodos conocidos en la técnica, p.
ej., transfeccion, electroporacion, microinyeccioén, transduccion, fusion celular, DEAE dextrano, precipitacién con
fosfato de calcio, lipofeccién (fusion de lisosomas), uso de una pistola génica o un transportador de vectores de ADN
(véanse, p. €., Wu et al., 1992, J. Biol. Chem. 267: 963-967; Wu y Wu, 1988, J. Biol. Chem. 263: 14621-14624; y
Hartmut et al., en la solicitud de patente canadiense N.? 2.012.311, presentada el 15 de marzo de 1990).

Un polinucledtido de acuerdo con la invencion también se puede introducir in vivo mediante lipofeccién. Durante la
ultima década, ha aumentado el uso de liposomas para la encapsulacion y transfeccion de acidos nucleicos in vitro.
Los lipidos catidnicos disefiados para limitar las dificultades y riesgos encontrados con la transfeccion mediada por
liposomas se pueden usar para preparar liposomas para transfeccion in vivo de un gen que codifica un marcador
(Feigner et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84: 7413; Mackey, et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 85:
8027-8031; y Ulmer et al., 1993, Science 259: 1745-1748). El uso de lipidos catidénicos puede promover la
encapsulacion de acidos nucleicos cargados negativamente, y también promover la fusion con membranas celulares
cargadas negativamente (Feigner y Ringold, 1989, Science 337: 387-388). En las publicaciones de patente
internacional WO 95/18863 y WO 96/17823 y en la patente de EE. UU. N.2 5.459.127 se describen composiciones y
compuestos lipidicos especialmente Utiles para la transferencia de acidos nucleicos. El uso de lipofeccion para
introducir genes exdgenos en los 6rganos especificos in vivo presenta determinadas ventajas practicas. La direccion
molecular de liposomas a células especificas representa un area de beneficio. Resulta evidente que dirigir la
transfeccion a tipos celulares concretos se preferiria especialmente en un tejido con heterogeneidad celular, tal como
el pancreas, el higado, el rifidén y el cerebro. Los lipidos se pueden acoplar quimicamente a otras moléculas con el fin
de dirigirlos (Mackey, et al., 1988, supra). Se podrian acoplar quimicamente a liposomas péptidos dirigidos, p. €j.,
hormonas o neurotransmisores, y proteinas tales como anticuerpos, o moléculas no peptidicas.

También son Utiles para facilitar la transfeccion de un &cido nucleico in vivo otras moléculas, tales como un
oligopéptido catidnico (p. €j., en el documento WO 95/21931), péptidos derivados de proteinas de unién a ADN (p.
€j., en el documento WO 96/25508) o un polimero catiénico (p. €j., en el documento WO 95/21931).

También se puede introducir un vector in vivo como un plasmido de ADN desnudo (véanse las patentes de EE. UU.
5.693.622, 5.589.466 y 5.580.859). También se pueden usar enfoques de administracion de ADN mediada por
receptor (Curiel et al., 1992, Hum. Gene Ther. 3: 147-154; y Wu y Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262: 4429-4432).

El término "transfeccion” significa la incorporacion de ARN o ADN exdgeno o heterélogo por una célula. Una célula
se ha "transfectado" con ARN o ADN exdgeno o heterélogo cuando ese ARN o ADN se ha introducido en la célula.
Una célula se ha "transformado” con ARN o ADN ex6geno o heterélogo cuando el ARN o ADN transfectado efectia
un cambio fenotipico. EI ARN o ADN transformante se puede integrar (enlazado covalentemente) en ADN
cromosomico que constituye el genoma de la célula.

"Transformacion" se refiere a la transferencia de un fragmento de acido nucleico al genoma de un organismo
huésped, dando lugar a una herencia genéticamente estable. Los organismos huésped que contiene los fragmentos
de acido nucleico transformados se denominan organismos "transgénicos" o "recombinantes" o "transformados".

El término "region genética" se referira a una region de una molécula de acido nucleico o una secuencia de
nucleotidos que comprende un gen que codifica un polipéptido.

Ademas, el vector recombinante que comprende un polinucleétido de acuerdo con la invencién puede incluir uno o
mas origenes para la duplicacién en los huéspedes celulares en los que se desea su amplificacion o su expresion,
marcadores 0 marcadores seleccionables.

El término "marcador seleccionable” significa un factor identificador, habitualmente un gen de resistencia quimica o a
antibiético, que se puede seleccionar basandose en el efector del gen marcador, es decir, resistencia a un
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antibidtico, resistencia a un herbicida, marcadores colorimétricos, enzimas, marcadores fluorescentes y similares, en
los que el efecto se usa para seguir la herencia de un acido nucleico de interés y/o para identificar una célula u
organismo que ha heredado el acido nucleico de interés. Los ejemplos de genes marcadores seleccionables
conocidos en la técnica incluyen: genes que proporcionan resistencia a ampicilina, estreptomicina, gentamicina,
kanamicina, higromicina, herbicida bialafés, sulfonamida y similares; y genes que se usan como marcadores
fenotipicos, es decir, genes reguladores de antocianina, gen de la isopentil transferasa y similares.

El término "gen indicador" significa un acido nucleico que codifica un factor identificador que se puede identificar
basandose en el efecto del gen indicador, en el que el efecto se usa para seguir la herencia de un acido nucleico de
interés, para identificar una célula u organismo que ha heredado el &cido nucleico de interés y/o para medir la
induccion de la expresién o la transcripcién del gen. Los ejemplos de genes indicadores conocidos y usados en la
técnica incluyen: luciferasa (Luc), proteina verde fluorescente (GFP), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), B-
galactosidasa (LacZ), B-glucuronidasa (Gus) y similares. Los genes marcadores seleccionables también se pueden
considerar genes indicadores.

"Promotor" se refiere a una secuencia de ADN que puede controlar la expresidon de una secuencia codificante o un
ARN funcional. En general, una secuencia codificante se sitia en 3' con respecto a una secuencia promotora. Los
promotores pueden derivar en su totalidad de un gen nativo o estar formados por diferentes elementos derivados de
diferentes promotores encontrados en la naturaleza, o incluso comprender segmentos de ADN sintético. Los
expertos en la técnica entienden que promotores diferentes pueden dirigir la expresion de un gen en tejidos o tipos
celulares diferentes, o en etapas diferentes del desarrollo, o en respuesta a condiciones ambientales o fisioldgicas
diferentes. Los promotores que hacen que un gen se exprese en la mayoria de los tipos celulares en la mayoria de
las ocasiones se denominan comiUnmente "promotores constitutivos". Los promotores que hacen que un gen se
exprese en un tipo celular especifico se denominan cominmente "promotores especificos de célula" o "promotores
especificos de tejido". Los promotores que hacen que un gen se exprese en una etapa del desarrollo o la
diferenciacion celular especifica se denominan cominmente "promotores especificos del desarrollo" o "promotores
especificos de la diferenciacion celular". Los promotores que se inducen y hacen que un gen se exprese tras la
exposicion o el tratamiento de la célula con un agente, molécula biol6gica, compuesto quimico, ligando, luz o similar,
que induce el promotor se denominan comunmente "promotores inducibles" o "promotores regulables”. Se reconoce
ademas que, dado que en la mayoria de los casos no se han definido totalmente los limites exactos de las
secuencias reguladores, fragmentos de ADN de longitudes diferentes pueden tener una actividad promotora idéntica.

Una "secuencia promotora" es una regién reguladora de ADN que se puede unir a la polimerasa de ARN en una
célula e iniciar la transcripcién de una secuencia codificante corriente abajo (en direccion 3'). Para el proposito de
definir la presente invencion, la secuencia promotora esta unida en su extremo 3' por el sitio de inicio de la
transcripcion y se extiende corriente arriba (en direccién 5') para incluir el minimo nimero de bases o elementos
necesarios para iniciar la transcripcion a niveles detectables por encima del nivel de fondo. Dentro de la secuencia
promotora se encontrara un sitio de inicio de la transcripcion (convenientemente definido, por ejemplo, mapeando
con la nucleasa S1), asi como dominios de unién a proteina (secuencias consenso) responsables de la unién de la
polimerasa de ARN.

Una secuencia codificante esta "bajo el control" de secuencias de control de la transcripcién y la traduccién en una
célula cuando la polimerasa de ARN transcribe la secuencia codificante en ARNm, que después sufre un ayuste de
trans-ARN (si la secuencia codificante contiene intrones) y se traduce en la proteina codificada por la secuencia
codificante.

"Secuencias de control de la transcripcion y la traduccién" son secuencias reguladoras de ADN, tales como
promotores, potenciadores, terminadores y similares, que permiten la expresion de una secuencia codificante en una
célula huésped. En células eucariotas, las sefales de poliadenilaciéon son secuencias de control.

El término "elemento de respuesta” significa uno o mas elementos de ADN que actlan en cis que confieren
sensibilidad en un promotor mediada a través de la interaccién con los dominios de unién a ADN del primer gen
quimérico. Este elemento de ADN puede ser de secuencia palindromica (perfecta o imperfecta) o estar formado por
motivos de secuencia o semisitios separados por un numero variable de nucleétidos. Los semisitios pueden ser
similares o idénticos y estar dispuestos como repeticiones directas o inversas o como un solo semisitio o multimeros
de semisitios adyacentes en tandem. El elemento de respuesta puede comprende un promotor minimo aislado a
partir de diferentes organismos en funcién de la naturaleza de la célula u organismo en el que se va a incorporar el
elemento de respuesta. El dominio de unién a ADN de la primera proteina hibrida se une, en presencia o ausencia
de un ligando, a la secuencia de ADN de un elemento de respuesta para iniciar o suprimir la transcripcion de genes
corriente abajo bajo la regulacién de este elemento de respuesta. Los ejemplos de secuencias de ADN para
elementos de respuesta del receptor de ecdisona natural incluyen: RRGG/TTCANTGAC/ACYY (véase Cherbas L.,
et. al, (1991), Genes Dev. 5,120-131); AGGTCANnAGGTCA, donde N, puede ser uno o mas nucleotidos
espaciadores (véase D'Avino PP., et. al., (1995), Mol. Cell. Endocrinol, 113, 1-9); y GGGTTGAATGAATTT (véase
Antoniewski C., et. al., (1994), Mol. Cell Biol. 14, 4465-4474).

La expresion "enlazado de manera funcional” se refiere a la asociacién de secuencias de acidos nucleicos en un
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solo fragmento de acido nucleico, de forma que la funcién de uno se ve afectada por el otro. Por ejemplo, un
promotor esta enlazado de manera funcional con una secuencia codificante cuando puede afectar a la expresion de
esa secuencia codificante (es decir, que la secuencia codificante estd bajo el control transcripcional del promotor).
Las secuencias codificantes se pueden enlazar de manera funcional a secuencias reguladoras en orientacion
sentido o antisentido.

El término "expresion”, como se usa en el presente documento, se refiere a la transcripcion y acumulacién estable
de ARN sentido (ARNm) o antisentido derivado a partir de un acido nucleico o polinucle6tido. Expresion también se
puede referir a la traduccion de ARNm en una proteina o polipéptido.

Los términos "casete", "casete de expresion" y "casete de expresidn génica" se refieren a un segmento de ADN que
se puede insertar en un acido nucleico o polinucleotido en sitios de restriccion especificos 0 mediante recombinacién
homologa. El segmento de ADN comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de interés, y el casete y los
sitios de restriccion se disefian para garantizar la insercién del casete en el marco de lectura correcto para la
transcripcion y la traduccion. "Casete de transformacion" se refiere a un vector especifico que comprende un
polinucleétido que codifica un polipéptido de interés y que tiene elementos ademas del polinucleétido que facilitan la
transformacion de una célula huésped en particular. Los casetes, casetes de expresion, casetes de expresion génica
y casetes de transformacion de la invenciéon también pueden comprender elementos que permitan la expresion
potenciada de un polinucleétido que codifica un polipéptido de interés en una célula huésped. Estos elementos
puede incluir, entre otros: un promotor, un promotor minimo, un potenciador, un elemento de respuesta, una
secuencia de terminacién, una secuencia de poliadenilacion y similares.

Para los propdsitos de la presente invencién, el término "interruptor génico" se refiere a la combinaciéon de un
elemento de respuesta asociado con un promotor, y un sistema basado en EcR que, en presencia de uno o mas
ligandos, modula la expresion de un gen en el que estan incorporados el elemento de respuesta y el promotor.

Los términos "modulan” y "modula" significan inducir, reducir o inhibir la expresién de un gen o un &cido nucleico,
dando lugar a la correspondiente induccién, reduccién o inhibiciéon de la produccién de proteina o polipéptido.

Los plasmidos o vectores de acuerdo con la invencién pueden comprender ademas al menos un promotor adecuado
para dirigir la expresién de un gen en una célula huésped. El término "vector de expresion" significa un vector,
plasmido o vehiculo disefado para permitir la expresion de una secuencia de acidos nucleicos insertada tras la
transformacion en el huésped. El gen clonado, es decir, la secuencia de acidos nucleicos insertada, se sitla
habitualmente bajo el control de elementos de control tales como un promotor, un promotor minimo, un potenciador
o similares. Las regiones de control de la iniciacion o promotores, que son utiles para dirigir la expresion de un acido
nucleico en la célula huésped deseada son numerosos y conocidos por los expertos en la técnica. Practicamente
cualquier promotor que pueda dirigir estos genes es adecuado para la presente invencion, incluidos, entre otros:
promotores viricos, promotores bacterianos, promotores animales, promotores de mamiferos, promotores sintéticos,
promotores constitutivos, promotores especificos de tejido, promotores especificos del desarrollo, promotores
inducibles, promotores regulados por luz; CYC1, HIS3, GAL1, GAL4, GAL10, ADH1, PGK, PH05, GAPDH, ADC1,
TRP1, URA3, LEU2, ENO, TPI, promotores de fosfatasa alcalina (Utiles para la expresion en Saccharomyces);
promotor AOXT (util para la expresion en Pichia); B-lactamasa, promotores lac, ara, tet, trp, IP., IPr, T7, tac, y trc
(utiles para la expresién en Escherichia coli); promotores regulados por luz; los promotores animales y de mamiferos
conocidos en la técnica incluyen, entre otros, la regién del promotor temprano del SV40 (SV40e), el promotor
contenido en la repeticién terminal larga (RTL) en 3' del virus del sarcoma de Rous (VSR), los genes de los
promotores del E1A o de los promotores tardios principales (MLP) de adenovirus (Ad), el promotor temprano del
citomegalovirus (CMV), el promotor de timidina cinasa (TK) del virus herpes simplex (VHS), un promotor del factor de
elongacion 1 alfa (EF1), un promotor de fosfoglicerato cinasa (PGK), un promotor de ubiquitina (Ubc), un promotor
de albdmina, las secuencias reguladoras del promotor de la metalotioneina-L de ratén y regiones de control de la
transcripcion, los promotores ubicuos (HPRT, vimentina, a-actina, tubulina y similares), los promotores de los
filamentos intermedios (desmina, neurofilamentos, queratina, GFAP y similares), los promotores de genes
terapéuticos (de tipo MDR, CFTR o factor VIl y similares), promotores relacionados con la patogénesis o
enfermedades y promotores que presentan especificidad de tejido y que se han utilizado en animales transgénicos,
tales como la region de control del gen de la elastasa | que esta activa en células acinares del pancreas; la regién de
control del gen de la insulina activa en células beta del pancreas, la region de control del gen de la inmunoglobulina
activa en células linfoides, la region de control del virus de tumores mamarios en ratones activa en células de
testiculo, mama, linfoides y mastocitos; las regiones de control del gen de la albumina, Apo Al y Apo All activas en el
higado, la regién de control del gen de la alfa-fetoproteina activa en el higado, la regién de control del gen de la alfa
1-antitripsina activa en el higado, la region de control del gen de la beta-globina activa en células mieloides, la region
de control del gen de la proteina basica de mielina activa en oligodendrocitos del cerebro, la regiéon de control del
gen 2 de cadena ligera de la miosina activa en musculo esquelético y la region de control del gen de liberacion de la
hormona gonadotropina activa en el hipotalamo, el promotor de piruvato cinasa, el promotor de vilina, el promotor de
la proteina intestinal de unién a acidos grasos, el promotor de la a-actina de células de musculo liso y similares.
Ademas, estas secuencias de expresion se pueden modificar mediante la adicién de un potenciador o secuencias
reguladoras y similares.
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Los potenciadores que se puede usar en la realizaciones de la invencion incluyen, entre otros: un potenciador del
SV40, un potenciador del citomegalovirus (CMV), un potenciador del factor de elongacion 1 (EF1), potenciadores de
levaduras, potenciadores génicos viricos y similares.

La regiones de control de la terminacion, es decir, secuencias de terminacion o poliadenilacién, también pueden
derivar de diversos genes nativos de los huéspedes preferidos. Opcionalmente, puede no ser necesario un sitio de
terminacion, aunque lo mas preferido es que se incluya. En una realizacién preferida de la invencién, la regién de
control de la terminacidén puede estar comprendida o derivar de una secuencia sintética, una sefal de poliadenilacién
sintética, una sefnal de poliadenilacion tardia del SV40, una sefal de poliadenilacion del SV40, una sefial de
poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina (BGH), secuencias de terminacién viricas o similares.

Las expresiones "secuencias no codificantes en 3" o "regién no traducida (UTR) en 3" se refieren a secuencias de
ADN situadas corriente abajo (3') de una secuencia codificante y pueden comprender secuencias de reconocimiento
de poliadenilacién [poly(A)] y otras secuencias que codifican sefiales reguladoras que pueden afectar al
procesamiento del ARNm o a la expresién génica. Habitualmente, la sefial de poliadenilaciéon se caracteriza por
afectar a la adicién de tramos de acido poliadenilico al extremo 3' del precursor del ARNm.

"Regién reguladora” significa una secuencia de acidos nucleicos que regula la expresion de una segunda secuencia
de &cidos nucleicos. Una region reguladora puede incluir secuencias que son responsables de forma natural de la
expresion de un acido nucleico en particular (una region homadloga) o puede incluir secuencias de un origen diferente
que son responsables de la expresion de diferentes proteinas o incluso proteinas sintéticas (una region heteréloga).
En particular, las secuencias pueden ser secuencias de genes procariotas, eucariotas o viricos, o secuencias
derivadas que estimulan o reprimen la transcripcién de un gen de manera especifica o inespecifica y de manera
inducible o no inducible. Las regiones reguladoras incluyen origenes de duplicacion, sitios de ayuste de ARN,
promotores, potenciadores, secuencias de terminacién de la transcripcion y secuencias sefial que dirigen al
polipéptido hacia las rutas de secrecion de la célula objetivo.

Una region reguladora de una "fuente heteréloga" es una regién reguladora que no esta asociada de forma natural
con el acido nucleico expresado. Entre las regiones reguladoras heterélogas se incluyen regiones reguladoras de
una especie distinta, regiones reguladoras de un gen diferente, secuencias reguladoras hibridas y secuencias
reguladoras que no existen en la naturaleza, sino que estan disefiadas por un experto en la técnica.

"Transcrito de ARN" se refiere al producto resultante de la transcripcion catalizada por la polimerasa de ARN de una
secuencia de ADN. Cuando el transcrito de ARN es una copia complementaria perfecta de la secuencia de ADN, se
denomina transcrito primario o puede ser una secuencia de ARN derivada del procesamiento postranscripcional del
transcrito primario y se denomina ARN maduro. "ARN mensajero (ARNm)" se refiere al ARN que no tiene intrones y
que se puede traducir en una proteina por la célula. "ADNc" se refiere a un ADN bicatenario que es complementario
con y deriva del ARNm. ARN "sentido" se refiere a un transcrito de ARN que incluye el ARNm vy, por lo tanto, se
puede traducir en una proteina por la célula. "ARN antisentido" se refiere a un transcrito de ARN que es
complementario a la totalidad o a parte de un transcrito primario o ARNm objetivo y que bloquea la expresién de un
gen objetivo. La complementariedad de un ARN antisentido puede ser con cualquier parte del transcrito del gen
especifico, es decir, en la secuencia no codificante en 5', en la secuencia no codificante en 3' o en la secuencia
codificante. "ARN funcional" se refiere a ARN antisentido, ARN de ribozima u otro ARN que no se traduce pero tiene
un efecto sobre los procesos celulares.

Un "polipéptido” es un compuesto polimérico formado por residuos de aminoacido enlazados covalentemente. Los
aminodcido tienen la siguiente estructura general:

H

R-C-COOH

|

NH,

Los aminoécidos se clasifican en siete grupos en funcién de la cadena lateral R: (1) cadenas laterales alifaticas, (2)
cadenas laterales que contienen un grupo hidroxilico (OH), (3) cadenas laterales que contienen atomos de azufre,
(4) cadenas laterales que contienen un grupo acido o amida, (5) cadenas laterales que contienen un grupo basico,
(6) cadenas laterales que contienen un anillo aromatico y (7) prolina, un iminoacido en el que la cadena lateral esta
fusionado al grupo amino. Preferentemente, un polipéptido de la invencion comprende al menos alrededor de 14
aminodcidos.

Una "proteina" es un polipéptido que desempefia un papel estructural o funcional en una célula viva.
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Un "polipéptido aislado" o "proteina aislada" es un polipéptido o proteina que no tiene, sustancialmente, los
compuestos que normalmente estan asociados con él/ella en su estado natural (p. €j., otras proteinas o polipéptidos,
acidos nucleicos, hidratos de carbono, lipidos). Con "aislado" no se pretende excluir mezclas artificiales o sintéticas
con otros compuestos, o la presencia de impurezas que no interfieren con la actividad biolégica, y que pueden estar
presentes, por ejemplo, debido a una purificacion incompleta, la adicién de estabilizantes, o la formacién de
compuestos en una preparacion farmacéuticamente aceptable.

Se entendera que "fragmento" de un polipéptido de acuerdo con la invencién significa un polipéptido cuya secuencia
de aminoacidos es mas corta que la del polipéptido de referencia y que comprende, en la totalidad de la porcion con
estos polipéptidos de referencia, una secuencia de aminoacidos idéntica. Estos fragmentos pueden incluirse, cuando
sea apropiado, en un polipéptido mayor del que forman parte. Estos fragmentos de un polipéptido de acuerdo con la
invencion pueden tener una longitud de al menos 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 25, 26, 30,
35, 40, 45, 50, 100, 200, 240 o 300 amino&cidos.

Una "variante" de un polipéptido o proteina es cualquier analogo, fragmento, derivado o mutante que deriva de un
polipéptido o proteina y que mantiene al menos una propiedad biol6gica del polipéptido o la proteina. Pueden existir
diferentes variantes del polipéptido o proteina en la naturaleza. Estas variantes pueden ser variaciones alélicas
caracterizadas por diferencias en las secuencias de nuclettidos del gen estructural que codifica la proteina, o
pueden implicar ayuste diferencial o modificacion postraduccional. El experto en la técnica puede producir variantes
con sustituciones, deleciones, adiciones o reemplazos de aminodacidos individuales o mdltiples. Estas variantes
pueden incluir, entre otras: (a) variantes en las que se sustituyen uno o mas residuos de aminoacido con
aminoacidos conservadores o no conservadores, (b) variantes en las que se afaden uno o mas aminoacidos al
polipéptido o proteina, (c) variantes en las que uno o mas de los aminoacidos incluye un grupo sustituyente y (d)
variantes en las que el polipéptido o proteina se fusiona con otro polipéptido tal como seroalbimina. Las técnicas
para obtener estas variantes, que incluyen técnicas genéticas (supresiones, deleciones, mutaciones, etc.), quimicas
y enzimaticas, son conocidas por los expertos en la técnica. Preferentemente, un polipéptido variante comprende al
menos alrededor de 14 amino&cidos.

Una "proteina heteréloga" se refiere a una proteina que no se produce de forma natural en la célula.

Una "proteina madura" se refiere a un polipéptido procesado postraduccionalmente; es decir, uno del cual se han
eliminado todos los pre- o propéptidos presentes en el producto primario de la traduccién. Proteina "precursora” se
refiere al producto primario de la traduccién del ARNm; es decir, con pre- y propéptidos presentes todavia. Los pre- y
propéptidos pueden ser, pero no se limitan a sefiales de localizacion intracelular.

El término "péptido sefal" se refiere a un polipéptido amino terminal que precede a la proteina madura secretada. El
péptido sefial se escinde de ella y, por lo tanto, no esta presenta en la proteina madura. Los péptidos sefal tienen la
funcion de dirigir y translocar proteinas secretadas a través de membranas celulares. El péptido sefial también se
denomina proteina sefal.

Una "secuencia sefal" se incluye en el comienzo de la secuencia codificante de una proteina que se va a expresar
en la superficie de una célula. Esta secuencia codifica un péptido senal, en N-terminal del polipéptido maduro, que
dirige a la célula huésped para translocar el polipéptido. En el presente documento se usa el término "secuencia
sefial de translocacion" para referirse a este tipo de secuencia sefial. Las secuencias sefial de translocacion se
pueden encontrar asociadas con una variedad de proteinas nativas de eucariotas y procariotas y, con frecuencia,
son funcionales en ambos tipos de organismos.

El término "homologia" se refiere al porcentaje de identidad entre dos restos de polinucleétido o dos de polipéptido.
La correspondencia entre la secuencia de un resto y otro se puede determinar mediante técnicas conocidas en la
técnica. Por ejemplo, la homologia se puede determinar mediante una comparacién directa de la informaciéon de
secuencia entre dos moléculas polipeptidicas alineando la informacion de secuencia y usando programas de
ordenador facilmente disponibles. De forma alternativa, la homologia se puede determinar mediante la hibridacion de
polinucleétidos bajo condiciones que forman duplex estables entre regiones homélogas, seguida de digestion con
nucleasas especificas de una hebra y determinacién del tamafio de los fragmentos digeridos.

Como se usa en el presente documento, el término "homodlogo" es todas sus formas gramaticales y variantes
ortograficas se refiere a la relaciéon entre proteinas que poseen un "origen evolutivo comuan”, incluidas proteinas de
superfamilias (p. ej., la superfamilia de las inmunoglobulinas) y proteinas homélogas de especies diferentes (p. €j.,
cadena ligera de la miosina, etc.) (Reeck et al., 1987, Cell 50:667.). Estas proteinas (y sus genes codificantes) tienen
homologia de secuencia, como refleja su alto grado de similitud de secuencia. Sin embargo, en el uso comidn y en la
presente solicitud, el término "homélogo", cuando se modifica con un adverbio tal como "altamente", se puede referir
a similitud de secuencia y no a un origen evolutivo coman.

En consecuencia, el término "similitud de secuencia" en todas sus formas gramaticales se refiere al grado de
identidad o correspondencia entre secuencias de acidos nucleicos o de aminodcidos de proteinas que pueden
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compartir o no un origen evolutivo comun (véase Reeck et al., 1987, Cell 50:667).

En una realizacion especifica, dos secuencias de ADN son "sustancialmente homologas" o "sustancialmente
similares" cuando al menos alrededor del 50 % (preferentemente al menos alrededor del 75% y lo mas
preferentemente al menos alrededor del 90 o el 95 %) de los nucleétidos coindicen a lo largo de la extensidn definida
de las secuencias de ADN. Se pueden identificar secuencias que son sustancialmente homologas comparando las
secuencias usando programas informaticos estandar disponibles en bancos de datos de secuencias, o en un
experimento de hibridacion de bandas southern bajo, por ejemplo, condiciones rigurosas definidas para ese sistema
en particular. La definicién de condiciones de hibridacién apropiadas forma parte del conocimiento de la técnica.
Véase, p. €j., Sambrook et al., 1989, supra.

Como se usa en el presente documento, "sustancialmente similar" se refiere a fragmentos de acido nucleico en los
que los cambios en una 0 mas bases de nucleétido dan lugar a la sustitucién de uno o mas aminoacidos, pero no
afectan a las propiedades funcionales de la proteina codificada por la secuencia de ADN. "Sustancialmente similar"
también se refiere a fragmentos de &cido nucleico en los que los cambios en una o mas bases de nucleétido no
afectan a la capacidad del fragmento de acido nucleico para mediar la modificacion de la expresién génica mediante
tecnologia antisentido o de cosupresion. "Sustancialmente similar" también se refiere a modificaciones de los
fragmentos de acido nucleico de la presente invencién tales como deleciéon o insercion de una 0 mas bases de
nucleétido que no afectan sustancialmente a las propiedades funcionales del transcrito resultante. Por lo tanto, se
entiende que la invencién engloba mas que las secuencias ejemplares. Cada una de las modificaciones propuestas
forma parte de los conocimientos rutinarios de la técnica, como lo esta la determinacién del mantenimiento de la
actividad bioldgica de los productos codificados.

Ademas, el experto en la técnica reconoce que las secuencias sustancialmente similares englobadas por la presente
invencién también se definen por su capacidad para hibridar, bajo condiciones rigurosas (SSC 0,1x, SDS al 0,1 %,
65 °C y lavado con SSC 2x, SDS al 0,1 % seguido de SSC 0,1x, SDS al 0,1 %), con las secuencias ejemplificadas
en el presente documento. Los fragmentos de acido nucleico sustancialmente similares de la presente invencion son
aquellos fragmentos de acido nucleico cuyas secuencias de ADN son al menos un 70 % idénticas a la secuencia de
ADN de los fragmentos de acido nucleico de los que se informa en el presente documento. Los fragmentos de acido
nucleico sustancialmente similares preferidos de la presente invencién son aquellos fragmentos de &cido nucleico
cuyas secuencias de ADN son al menos un 80 % idénticas a la secuencia de ADN de los fragmentos de acido
nucleico de los que se informa en el presente documento. Se prefieren mas los fragmentos de acido nucleico que
son al menos un 90 % idénticos a la secuencia de ADN de los fragmentos de acido nucleico de los que se informa
en el presente documento. Se prefieren adn mas los fragmentos de acido nucleico que son al menos un 95 %
idénticos a la secuencia de ADN de los fragmentos de &cido nucleico de los que se informa en el presente
documento.

Dos secuencias de aminoacidos son "sustancialmente homoélogas" o "sustancialmente similares" cuando mas de
alrededor del 40 % de los aminoacidos son idénticos, 0 méas del 60 % son similares (funcionalmente idénticos).
Preferentemente, las secuencias similares u homaélogas se identifican mediante alineaciéon usando, por ejemplo, el
programa Pileup de GCG (Genetics Computer Group, Program Manual for the GCG Package, Version 7, Madison,
Wisconsin).

La expresion "correspondiente a" se usa en el presente documento para referirse a secuencias similares u
homdlogas, tanto si la posicion exacta es idéntica como si es diferente de la de la molécula frente a la que se mide la
similitud o la homologia. Una alineaciéon de secuencias de acidos nucleicos o aminoacidos puede incluir espacios.
Asi, el término "correspondiente a" se refiere a la similitud de secuencia y no a la numeracién de los residuos de
aminodcidos o las bases de nucleotido.

Una "porcién sustancial" de una secuencia de aminoacidos o nucleétidos comprende lo suficiente de la secuencia de
aminoacidos de un polipéptido o la secuencia de nucleétidos de un gen para identificar teéricamente ese polipéptido
0 gen, bien mediante evaluacion manual de la secuencia por un experto en la técnica o bien mediante comparacién
de secuencias automatizada por ordenador e identificacion usando algoritmos tales como BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool; Altschul, S. F., et al, (1993) J. Mol. Biol. 215: 403-410; véase también
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). En general, es necesaria una secuencia de diez o mas aminoacidos contiguos para
identificar teéricamente una secuencia polipeptidica o de acidos nucleicos como homéloga a una proteina o un gen
conocido. Ademas, con respecto a las secuencias de nuclebtidos, se pueden usar sondas oligonucleotidicas
especificas de genes que comprenden 20-30 nucleétidos contiguos en métodos dependientes de secuencia de
identificacion (p. ej., hibridacion de bandas southern) y aislamiento (p. €;j., hibridacion in situ de colonias bacteriana o
placas de bacteriéfagos) de genes. Ademas, se pueden usar oligonucleétidos cortos de 12-15 bases como
cebadores de amplificacion en PCR para obtener un fragmento de &cido nucleico en particular que comprenda los
cebadores. En consecuencia, una "porcién sustancial" de una secuencia de nucleétidos comprende lo suficiente de
la secuencia para identificar y/o aislar especificamente un fragmento de acido nucleico que comprenda la secuencia.

El término "porcentaje de identidad", como se conoce en la técnica, es una relaciéon entre dos 0 mas secuencias
polipeptidicas o entre dos 0 mas secuencias polinucleotidicas, determinada comparando las secuencias. En la
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técnica, "identidad" también significa el grado de relacion entre secuencias de polipéptidos o polinucleétidos, segun
sea el caso, determinado por la coincidencia entre cadenas de tales secuencias. La "identidad" y la "similitud" se
pueden calcular facilmente mediante métodos conocidos, incluidos, entre otros, los descritos en: Computational
Molecular Biology (Lesk, A. M., ed.) Oxford University Press, Nueva York (1988); Biocomputing: Informatics and
Genome Projects (Smith, D. W., ed.) Academic Press, Nueva York (1993); Computer Analysis of Sequence Data,
Part I (Griffin, A. M., y Griffin, H. G., ed.) Humana Press, Nueva Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular
Biology (von Heinje, G., ed.) Academic Press (1987); y Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. y Devereux, J., ed.)
Stockton Press, Nueva York (1991). Los métodos preferidos para determinar la identidad de secuencia se disefian
para dar la mejor coincidencia entre las secuencias probadas. Los métodos para determinar la identidad y la similitud
estan codificados en programas de ordenador disponibles publicamente. Las alineaciones de secuencias y los
célculos de porcentaje de identidad se pueden realizar usando el programa Megalign del paquete de aplicaciones de
bioinformatica de LASERGENE (DNASTAR Inc., Madison, WI). Se puede realizar una alineacion multiple de las
secuencias usando el método Clustal de alineacion (Higgins y Sharp (1989) CABIOS. 5:151-153) con los parametros
por defecto (PENALIZACION POR HUECO=10, PENALIZACION POR LONGITUD DE HUECO=10). Los parametros
por defecto para alineaciones por parejas usando el método Clustal se pueden seleccionar: KTUPLE 1,
PENALIZACION POR HUECO=3, VENTANA=5 y DIAGONALES GUARDADAS=5.

El término "programa informatico de anadlisis de secuencias" se refiere a cualquier algoritmo de ordenador o
programa informatico que es util para el analisis de secuencias de nucle6tidos o aminoacidos. El "programa
informatico de analisis de secuencias" puede estar comercialmente disponible o desarrollarse de forma
independiente. Los programas informdticos de analisis de secuencias tipicos incluiran, entre otros, el conjunto de
programas de GCG (Wisconsin Package Version 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, WT), BLASTP,
BLASTN, BLASTX (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-10 (1990) y DNASTAR (DNASTAR, Inc. 1228 S. Park St.
Madison, WI 53715 EE. UU.). En el contexto de la presente solicitud, se entendera que cuando se use un programa
informatico de analisis de secuencias para el analisis, los resultados del analisis se basaran en los "valores por
defecto" del programa mencionado, a menos que se especifique lo contrario. Como se usa en el presente
documento, "valores por defecto” significard cualquier conjunto de valores o parametros que se cargan originalmente
con el programa informatico cuando se inicia por primera vez.

Se pueden ensamblar "genes sintéticos" a partir de bloques oligonucleotidicos de construccidon que se sintetizan
quimicamente usando procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Estos bloques de construccion se
enlazan y alinean para formar segmentos génicos que después se ensamblan enzimaticamente para construir el gen
completo. "Sintetizada quimicamente”, en relacién con una secuencia de ADN, significa que los nucleétidos que la
componen se ensamblaron in vitro. La sintesis quimica manual de ADN se puede lograr usando procedimientos bien
establecidos, o se puede realizar una sintesis quimica automatizada usando una de una serie de maquinas
comercialmente disponibles. En consecuencia, se pueden adaptar los genes para una expresion génica Optima
basada en la optimizacion de la secuencia de nucleétidos para reflejar el sesgo de los codones de la célula huésped.
El experto en la técnica aprecia la probabilidad de una expresion génica satisfactoria si el uso de los codones esta
sesgado hacia aquellos codones favorecidos por el huésped. La determinacion de los codones preferidos se puede
basar en un estudio de genes derivados de la célula huésped donde esta disponible la informacién de secuencia.

Sistema de modulacién de la expresidn génica de la invencién

Los solicitantes han mostrado anteriormente que separar los dominios de transactivacion y de unién a ADN
situandolos en dos proteinas diferentes da lugar a una actividad de fondo enormemente reducida en ausencia de un
ligando y significativamente aumentada son respecto al fondo en presencia de un ligando (en la solicitud en tramite
PCT/US01/09050). Este sistema de dos hibridos es un sistema inducible de modulacién de la expresiéon génica
significativamente mejorado en comparacion con los dos sistemas divulgados en las solicitudes de patente
internacional PCT/US97/05330 y PCT/US98/14215. El sistema de dos hibridos aprovecha la capacidad de un par de
proteinas que interaccionan para llevar el dominio de activacion de la transcripciéon a una posicidon mas favorable con
respecto al dominio de unién a ADN, de forma que cuando el dominio de unién a ADN se une al sitio de unién a ADN
en el gen, el dominio de transactivacion activa el promotor de forma mas eficaz (véase, por ejemplo, la patente de
EE. UU. N.2 5.283.173). Brevemente, el sistema de expresion génica de dos hibridos comprende dos casetes de
expresion génica; el primero codifica un dominio de unién a ADN fusionado con un polipéptido de receptor nuclear y
el segundo codifica un dominio de transactivacion fusionado con un polipéptido de receptor nuclear diferente. En
presencia de un ligando, la interaccién del primer polipéptido con el segundo polipéptido une de forma eficaz el
dominio de unién de ADN al dominio de transactivacion. Dado que los dominios de unién a ADN y de transactivacion
se encuentran en dos moléculas diferentes, la actividad de fondo en ausencia de un ligando disminuye
enormemente.

El sistema de modulacion de la expresion génica basado en receptores de ecdisona de dos hibridos puede ser
heterodimérico u homodimérico. En general, un complejo de EcR funcional se refiere a un complejo proteico
heterodimérico que consiste en dos miembros de la familia de receptores de esteroides, una proteina de receptor de
ecdisona obtenida a partir de diversos insectos y una proteina ultraespiraculo (USP) o el homélogo de vertebrado de
la USP, la proteina de receptor X retinoide (véase Yao, et al. (1993) Nature 366,476-479; Yao, et al., (1992) Cell
71,63-72). Sin embargo, el complejo también puede ser un homodimero como se detalla a continuacién. El complejo
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receptor de ecdiesteroides funcional también puede incluir proteina(s) adicional(es) tales como inmunofilinas. Otros
miembros de la familia de proteinas de receptores de esteroides, conocidos como factores transcripcionales (tales
como DHR38 o betaFTZ-1), también puede ser companeros dependientes de ligando o independientes para EcR,
USP y/o RXR. Adicionalmente, pueden ser necesarios otros cofactores tales como proteinas conocidas de forma
general como coactivadores (también denominadas adaptadores o mediadores). Estas proteinas no se unen de
forma especifica de secuencia al ADN y no participan en la transcripciéon basal. Pueden ejercer su efecto sobre la
activacion de la transcripcion a través de diversos mecanismos, incluida la estimulaciéon de la uniéon al ADN de
activadores, afectando a la estructura de la cromatina o mediando las interacciones activador-complejo de iniciacién.
Los ejemplos de coactivadores de este tipo incluyen RIP140, TIF1, RAP46/Bag-1, ARA70, SRC-1/NCoA-1,
TIF2/GRIP/NCoA-2, ACTR/AIB1/RACS3/pCIP, asi como el coactivador promiscuo proteina de unién B al elemento de
respuesta C, CBP/p300 (para una revision, véase Glass et al., Curr. Opin. Cell Biol. 9: 222-232, 1997). Asimismo,
pueden ser necesarios cofactores proteicos conocidos de forma general como correpresores (también conocidos
como represores, silenciadores o mediadores de silenciaciéon) para inhibir de forma eficaz la activaciéon
transcripcional en ausencia de ligando. Estos correpresores pueden interaccionar con el receptor de ecdisona sin
ligando para silenciar la actividad en el elemento de respuesta. Las pruebas actuales indican que la union del ligando
cambia la conformacion del receptor, lo que da lugar a la liberacién del correpresor y al reclutamiento de los
coactivadores descritos anteriormente, eliminando de este modo su actividad silenciadora. Los ejemplos de
correpresores incluyen N-CoR y SMRT (para una revision, véase Horwitz et al. Mol Endocrinol. 10: 1167-1177,
1996). Estos cofactores pueden ser enddgenos, en el interior de la célula u organismo, o se pueden anadir de forma
exdgena como transgenes para que se expresen de manera regulada o no regulada. Los complejos homodiméricos
de la proteina de receptor de ecdisona, USP o RXR también pueden ser funcionales bajo algunas circunstancias.

Normalmente, el complejo receptor de ecdisona incluye proteinas que son miembros de la superfamilia de
receptores nucleares en la que, en general, todos los miembros se caracterizan por la presencia de un dominio de
transactivacion aminoterminal, un dominio de unién a ADN ("DBD") y un dominio de unién a ligando ("LBD")
separado del DBD por una region bisagra. Como se usa en el presente documento, el término "dominio de unién a
ADN" comprende una secuencia polipeptidica minima de una proteina de unién a ADN, hasta la longitud completa
de una proteina de unién a ADN, siempre que el dominio de unién a ADN funcione para asociarse con un elemento
de respuesta en particular. Los miembros de la superfamilia de receptores nucleares también se caracterizan por la
presencia de cuatro o cinco dominios: A/B, C, D, E y, en algunos miembros, F (véanse la patente de EE. UU.
4.981.784 y Evans, Science 240:889-895 (1988)). El dominio "A/B" corresponde al dominio de transactivacion, "C"
corresponde al dominio de union a ADN, "D" corresponde a la region bisagra y "E" corresponde al dominio de unién
a ligando. Algunos miembros de la familia también pueden tener otro dominio de transactivacion en el lado
carboxiloterminal del LBD, que corresponde a "F".

El DBD se caracteriza por la presencia de dos dedos de cinc de cisteinas entre los que se encuentran dos motivos
de aminoacidos, la caja P y la caja D, que confieren especificidad por los elementos de respuesta a ecdisona. Estos
dominios pueden ser nativos, modificados o quimeras de diferentes dominios de proteinas de receptor heterélogas.
Este receptor EcR, como un subconjunto de la familia de receptores de esteroides, también posee regiones peor
definidas responsables de las propiedades de heterodimerizacion. Debido a que los dominios de EcR, USP y RXR
son de naturaleza modular, los dominios LBD, DBD y de transactivacion se pueden intercambiar.

Se conocen sistemas de interruptores génicos que incorporan componentes del complejo receptor de ecdisona. Sin
embargo, en estos sistemas conocidos, siempre que se usa el EcR esta asociado con dominios de unién a ADN y
dominios de transactivacion nativos o modificados en la misma molécula. Normalmente se usan USP o RXR como
compafieros silenciosos. Los solicitantes han mostrado anteriormente que cuando los dominios de unién a ADN y los
dominios de transactivacién estan en la misma molécula, la actividad de fondo en ausencia de un ligando es alta y
que esta actividad disminuye drasticamente cuando los dominios de unién a ADN y los dominios de transactivacion
estan en moléculas diferentes, es decir, en cada uno de los dos comparfieros de un complejo heterodimérico u
homodimérico (véase el documento PCT/US01/09050). Este sistema de dos hibridos también proporciona una
sensibilidad mejorada a ligandos no esteroideos, por ejemplo, diacilhidrazinas, en comparaciéon con ligandos
esteroideos, por ejemplo, ponasterona A ("PonA") o muristerona A ("MurA"). Es decir, en comparaciéon con los
esteroides, los ligandos no esteroideos proporcionan una actividad mayor a una concentracién menor. Ademas,
dado que la transactivacion basada en interruptores génicos del EcR depende frecuentemente de la linea celular, es
mas facil adaptar los sistemas de interruptores para obtener la maxima capacidad de transactivacién para cada
aplicaciéon. Ademas, el sistema de dos hibridos evita algunos efectos secundarios debidos a la sobreexpresion de
RXR que ocurren con frecuencia cuando se usa RXR no modificado como comparfiero de interruptor. En una
realizacién especifica del sistema de dos hibridos, se eliminan el dominio de unién a ADN y los dominios de
transactivacion nativos de EcR o RXR y, como consecuencia, estas moléculas quiméricas tienen menos
posibilidades de interaccionar con otros receptores de hormonas esteroideas presentes en la linea celular, dando
lugar a una reduccion de los efectos secundarios.

Los solicitantes han mostrado anteriormente que un receptor de ecdisona en asociacién con una proteina
ultraespiraculo (USP) de diptero (mosca de la fruta Drosophila melanogaster) o de lepiddptero (gusano de las yemas
de la picea Choristoneura fumiferana) se expresa de forma constitutiva en células de mamifero, mientras que un
receptor de ecdisona en asociaciéon con un receptor X retinoide (RXR) de vertebrado es inducible en células de
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mamifero (en la solicitud en tramite PCT/US01/09050). Recientemente, los solicitantes realizaron el sorprendente
descubrimiento de que la proteina ultraespiraculo de Locusta migratoria ("LmUSP") y el homoélogo 1 de RXR vy el
homologo 2 de RXR de la garrapata ixédida Amblyomma americanum ("AmaRXR1" y "AmaRXR2", respectivamente)
y sus homélogos que no son de diptero ni de lepiddptero, incluidos, entre otros: un homdélogo de RXR de cangrejo
violinista Celuca pugilator ("CpRXR"), un homoélogo de RXR de escarabajo Tenebrio molitor ("TmRXR"), un
homodlogo de RXR de abeja melifera Apis mellifera ("AmRXR") y un homoélogo de RXR de pulgébn Myzus persicae
("MpRXR"), todos los cuales se denominan conjuntamente en el presente documento RXR de invertebrado, pueden
funcionar de forma similar al receptor X retinoide (RXR) de vertebrado en un sistema inducible de expresién génica
basado en receptores de ecdisona inducible en células de mamifero (en la solicitud de EE. UU. presentada junto al
presente documento).

Como se describe en el presente documento, los solicitantes han descubierto ahora que un dominio de unién a
ligando de RXR quimérico que comprende al menos dos fragmentos polipeptidicos, en el que el primer fragmento
polipeptidico es de RXR de una especie de vertebrado/invertebrado y el segundo fragmento polipeptidico es de RXR
de una especie diferente de vertebrado/invertebrado, de modo que se produce un dominio de unién a ligando de
RXR quimérico de vertebrado/invertebrado, un dominio de unién a ligando de RXR quimérico de
vertebrado/vertebrado o un dominio de unién a ligando de RXR quimérico de invertebrado/invertebrado, puede
funcionar en un sistema inducible de expresion génica basado en receptores de ecdisona. Sorprendentemente, el
sistema inducible de expresion génica basado en EcR/RXR quiméricos novedoso de los solicitantes puede funcionar
de forma similar a o mejor que el sistema de expresion génica basado en EcR/RXR de vertebrado (en el documento
PCT/US01/09050) y el sistema de expresion génica basado en EcR/RXR de invertebrado (en la solicitud de EE. UU.
presentada junto al presente documento) en términos de sensibilidad a ligando y magnitud de induccién génica. Por
tanto, la presente invencién proporciona un sistema inducible de expresion génica basado en EcR para su uso en
células bacterianas, fungicas, de levaduras, de animales y de mamiferos.

En particular, los solicitantes describen en el presente documento un sistema de dos hibridos novedosos que
comprende un dominio de uniéon a ligando de RXR quimérico. Este sistema de expresion génica novedoso
demuestra por primera vez que un polipéptido que comprende un dominio de unioén a ligando de RXR quimérico
puede funcionar como componente de un sistema inducible de expresién génica basado en EcR inducible en células
de levadura y de mamifero. Como se analiza en el presente documento, este descubrimiento es tanto inesperado
como sorprendente.

Especificamente, la invencion de los solicitantes se refiere a un sistema de modulacién de la expresién génica que
comprende: a) un primer casete de expresion génica que se puede expresar en una célula huésped, en el que el
primer casete de expresion génica comprende un polinucleétido que codifica un primer polipéptido hibrido que
comprende i) un dominio de unién a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya
expresion se quiere modular; y ii) un dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona; y b) un segundo casete de
expresion génica que se puede expresar en la célula huésped, en el que el segundo casete de expresion génica
comprende una secuencia polinucleotidica que codifica un segundo polipéptido hibrido que comprende i) un dominio
de transactivacion; y ii) un dominio de unién a ligando de receptor X retinoide quimérico.

La presente invencién también se refiere a un sistema de modulacién de la expresién génica que comprende: a) un
primer casete de expresion génica que se puede expresar en una célula huésped, en el que el primer casete de
expresion génica comprende un polinucleétido que codifica un primer polipéptido hibrido que comprende i) un
dominio de unién a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresién se quiere
modular; y ii) un dominio de unién a ligando de receptor X retinoide quimérico; y b) un segundo casete de expresion
génica que se puede expresar en la célula huésped, en el que el segundo casete de expresién génica comprende
una secuencia polinucleotidica que codifica un segundo polipéptido hibrido que comprende i) un dominio de
transactivacion; y ii) un dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona.

La presente invencion también se refiere a un sistema de modulaciéon de la expresién génica de acuerdo con la
presente invencion que ademdas comprende c) un tercer casete de expresion génica que comprende: i) un elemento
de respuesta al que se une el dominio de unién a ADN del primer polipéptido hibrido; ii) un promotor que se activa
por el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido; y iii) un gen cuya expresién se quiere modular.

En una realizacion especifica, el gen cuya expresién se quiere modular es un gen homoélogo con respecto a la célula
huésped. En otra realizacién especifica, el gen cuya expresion se quiere modular es un gen heterélogo con respecto
a la célula huésped.

Los ligandos para su uso en la presente invencién como se describe a continuacién, cuando se combinan con un
dominio de unién a ligando de EcR y un dominio de unién a ligando de RXR quimérico, que a su vez estan unidos al
elemento de respuesta enlazado a un gen, proporcionan los medios para la regulacion temporal externa de la
expresion del gen. El mecanismo de uniéon o el orden en el que los diversos componentes de la presente invencién
se unen entre si, es decir, por ejemplo, ligando a receptor, primer polipéptido hibrido a elemento de respuesta,
segundo polipéptido hibrido a promotor, etc., no es crucial. La union del ligando al dominio de unién a ligando del
EcR y al dominio de unién a ligando del RXR quimérico permite la expresion o supresion del gen. Este mecanismo
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no excluye el potencial de unién de ligando a EcR o RXR quimérico y la consiguiente formacion de complejos
homodiméricos activos (p. ej. ECR + EcR o RXR quimérico + RXR quimérico). Preferentemente, se varian uno o mas
de dominios del receptor, produciendo un interruptor génico hibrido. Normalmente, se pueden escoger uno o mas de
los tres dominios, DBD, LBD y el dominio de transactivacion, de una fuente diferente de la fuente de los demas
dominios de forma que los genes hibridos y las proteinas hibridas resultantes se optimizan en la célula u organismo
huésped escogido para la actividad de transactivacion, la unién complementaria del ligando y el reconocimiento de
un elemento de respuesta especifico. Ademas, el propio elemento de respuesta se puede modificar o sustituir con
elementos de respuesta para otros dominios proteicos de unién a ADN tales como la proteina GAL-4 de levadura
(véase Sadowski, et al. (1988), Nature 335: 563-564) o la proteina LexA de Escherichia coli (véase Brent y Ptashne
(1985), Cell 43: 729-736) o elementos de respuesta sintéticos especificos para interacciones dirigidas con proteinas
disefadas, modificadas y seleccionadas para estas interacciones especificas (véase, por ejemplo, Kim, et al. (1997),
Proc. Natl. Acad. Sci., USA 94: 3616-3620) para adaptar los receptores hibridos. Otra ventaja de los sistemas de dos
hibridos es que permiten escoger un promotor usado para dirigir la expresion génica de acuerdo con un resultado
final deseado. Este doble control puede ser particularmente importante en areas de tratamiento génico,
especialmente cuando se producen proteinas citotoxicas, porque se pueden controlar tanto el momento de la
expresion como las células en las que se produce la expresién. Cuando se introducen genes, enlazados de manera
funcional a un promotor adecuado, en las células del sujeto, la expresion de los genes exégenos se controla por la
presencia del sistema de la presente invencién. Los promotores se pueden regular de forma constitutiva o inducible
o pueden ser especificos de tejido (es decir, expresados sélo en un tipo de células en particular) o especificos de
determinadas etapas del desarrollo del organismo.

Casetes de expresién génica de la invencion

El sistema inducible de expresion génica basado en EcR/RXR quiméricos novedoso de la invencion comprende
casetes de expresion génica que se pueden expresar en una célula huésped, en los que los casetes de expresion
génica comprenden cada uno un polinucleétido que codifica un polipéptido hibrido. Asi, la invencion de los
solicitantes también proporciona casetes de expresion génica para su uso en el sistema de expresion génica de la
invencion.

Especificamente, la presente invencién proporciona un casete de expresion génica que comprende un polinucleétido
que codifica un polipéptido hibrido. En particular, la presente invenciéon proporciona un casete de expresién génica
que se puede expresar en una célula huésped, en el que el casete de expresion génica comprende un polinucleétido
que codifica un polipéptido hibrido que comprende o bien i) un dominio de unién a ADN que reconoce un elemento
de respuesta o bien ii) un dominio de transactivacion; y un dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona o un
dominio de unién a ligando de receptor X retinoide quimérico.

En una realizacién especifica, el casete de expresion génica codifica un polipéptido hibrido que comprende un
dominio de unién a ADN que reconoce un elemento de respuesta y un dominio de unién a ligando de EcR.

En otra realizacion especifica, el casete de expresion génica codifica un polipéptido hibrido que comprende un
dominio de union a ADN que reconoce un elemento de respuesta y un dominio de unién a ligando de RXR
quimérico.

En otra realizacion especifica, el casete de expresion génica codifica un polipéptido hibrido que comprende un
dominio de transactivacién y un dominio de unién a ligando de EcR.

En otra realizacion especifica, el casete de expresion génica codifica un polipéptido hibrido que comprende un
dominio de transactivacién y un dominio de unién a ligando de RXR quimérico.

En una realizacion preferida, el dominio de unién a ligando (LBD) es un LBD de EcR, un LBD de RXR quimérico o un
LBD o un LBD quimérico de un miembro de la familia de receptores nucleares de hormonas esteroideas/tiroideas
relacionado, o analogo, combinacién o modificacion de los mismos. En una realizacion especifica, el LBD es un LBD
de EcR o un LBD de RXR quimérico. En otra realizacién especifica, el LBD es de un LBD truncado de EcR o un LBD
truncado de RXR quimérico. Una mutacién por truncamiento se puede realizar mediante cualquier método usado en
la técnica, incluidos, entre otros, la digestién/delecion con endonucleasas de restriccion, la delecién mediada por
PCR/dirigida por oligonucleétidos, la mutagénesis quimica, la rotura de hebras de ADN y similares.

El EcR puede ser un EcR de invertebrado, preferentemente seleccionado de la clase de los artrépodos.
Preferentemente, el EcR se selecciona del grupo que consiste en un EcR de lepidéptero, un EcR de diptero, un EcR
de ortdptero, un EcR de homéptero y un EcR de hemiptero. Mas preferentemente, el EcR para su uso es un EcR del
gusano de las yemas de la picea Choristoneura fumiferana ("CfEcR"), un EcR del escarabajo Tenebrio molitor
("TmEcR"), un EcR de Manduca sexta ("MsEcR"), a EcR de Heliothies virescens ("HvECR"), un EcR del mosquito
pequerio Chironomus tentans ("CtEcR"), un EcR de la polilla de la seda Bombyx mori ("BmEcR"), un EcR de la
mosca de la fruta Drosophila melanogaster ("DmEcR"), un EcR del mosquito Aedes aegypti ("AaEcR"), un EcR de la
moscarda Lucilia capitata ("LcEcR"), un EcR de la moscarda Lucilia cuprina ("LucEcR"), un EcR de la mosca
mediterranea de la fruta Ceratitis capitata ("CcEcR"), un EcR de la langosta Locusta migratoria ("LniEcR"), un Ecr del
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pulgdén Myzus persicae ("MpEcR"), un EcR del cangrejo violinista Celuca pugilator ("CpEcR"), un EcR de la
garrapata ixédida Amblyomma americanum ("AmaEcR"), un EcR de la mosca blanca Bamecia argentifoli ("BaEcR",
SEQ ID NO: 68) o un EcR de la cigarra Nephotetix cincticeps ("NcEcR", SEQ ID NO: 69). En una realizacion
especifica, el LBD es del EcR del gusano de las yemas de la picea (Choristoneura fumiferana) ("CfEcR") o del EcR
de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster ("DmEcR").

En una realizacion especifica, el LBD de EcR comprende dominios EF de longitud completa. En una realizacion
preferida, los dominios EF de longitud completa estan codificados por un polinucleétido que comprende una
secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2.

En una realizacién especifica, el LBD es de un LBD de EcR truncado. El truncamiento del LBD de EcR da lugar a
una delecién de al menos 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105,
110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 205, 210, 215, 220,
225, 230, 235 o 240 aminoacidos. En otra realizacién especifica, el truncamiento del LBD de EcR da lugar a una
delecion de al menos un dominio polipeptidico parcial. En otra realizaciéon especifica, el truncamiento del LBD de
EcR da lugar a una delecion de al menos un dominio polipeptidico entero. Mas preferentemente, el truncamiento del
polipéptido de EcR da lugar a una deleciéon de al menos un dominio A/B, un dominio C, un dominio D, un dominio F,
unos dominios A/B/C, unos dominios A/B/1/2-C, unos dominios A/B/C/D, unos dominios A/B/C/D/F, unos dominios
A/B/F, unos dominios A/B/C/F, un dominio E parcial o un dominio F parcial. También se puede realizar una
combinacion de varias deleciones parciales y/o totales.

En una realizacién, el dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona esta codificado por un polinucleétido que
comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1 (CfEcR-EF),
SEQ ID NO: 2 (DmEcR-EF), SEQ ID NO: 3 (CfEcR-DE) y SEQ ID NO: 4 (DmEcR-DE).

En una realizaciéon preferida, el dominio de uniéon a ligando de receptor de ecdisona esta codificado por un
polinucledtido que comprende una secuencia de 4cidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID
NO: 65 (CfEcR-DEF), SEQ ID NO: 59 (CfEcR-CDEF), SEQ ID NO: 67 (DmEcR-DEF), SEQ ID NO: 71 (TmEcR-DEF)
y SEQ ID NO: 73 (AmaEcR-DEF).

En una realizacion, el dominio de union a ligando de receptor de ecdisona comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 5 (CfEcR-EF), SEQ ID NO: 6 (DmEcR-EF),
SEQ ID NO: 7 (CfEcR-DE) y SEQ ID NO: 8 (DmEcR-DE).

En una realizacion preferida, el dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 57 (CfEcR-DEF), SEQ ID NO: 70 (CfEcR-
CDEF), SEQ ID NO: 58 (DmEcR-DEF), SEQ ID NO: 72 (TmEcR-DEF) y SEQ ID NO: 74 (AmaEcR-DEF).

Preferentemente, el dominio de unién a ligando de RXR quimérico comprende al menos dos fragmentos
polipeptidicos seleccionados del grupo que consiste en un fragmento polipeptidico de RXR de una especie de
vertebrado, un fragmento polipeptidico de RXR de una especie de invertebrado y un fragmento polipeptidico de
homoélogo de RXR de una especie de invertebrado que no es ni diptero ni lepidoptero. Un dominio de unién a ligando
de RXR quimérico de acuerdo con la invencion puede comprender al menos dos fragmentos polipeptidicos de RXR
de especies diferentes, o cuando la especie es la misma, los dos o mas fragmentos polipeptidicos pueden ser de
dos o mas isoformas diferentes del fragmento polipeptidico de RXR de la especie.

En una realizacién especifica, el fragmento polipeptidico de RXR de una especie de vertebrado es de un RXR de
raton Mus musculus ("MmRXR") o un RXR de ser humano Homo sapiens ("HsRXR"). El polipéptido de RXR puede
ser una isoforma RXRa, RXRp o RXR,.

En una realizacion preferida, el fragmento polipeptidico de RXR de una especie de vertebrado es de un dominio EF
de RXR de una especie de vertebrado codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de acidos
nucleicos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO:
12, SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 14. En otra realizaciéon preferida, el fragmento polipeptidico de RXR de una
especie de vertebrado es de un dominio EF de RXR de una especie de vertebrado que comprende una secuencia de
acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ
ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20.

En otra realizacion especifica, el fragmento polipeptidico de RXR de una especie de invertebrado es de un
polipéptido de espiraculo de la langosta Locusta migratoria ("LmUSP"), un homoélogo 1 de RXR de la garrapata
ixédida Amblyomma americanum ("AmaRXR1"), un homélogo 2 de RXR de la garrapata ixédida Amblyomma
americanum ("AmaRXR2"), un homologo de RXR del cangrejo violinista Celuca pugilator ("CpRXR"), un homélogo
de RXR del escarabajo Tenebrio molitor ("TmRXR"), un homdélogo de RXR de abeja melifera Apis mellifera
("AmRXR") y un homologo de RXR del pulgén Myzus persicae ("MpRXR").

En una realizacién preferida, el fragmento polipeptidico de RXR de una especie de invertebrado es de un dominio EF
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de RXR de una especie de invertebrado codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de acidos
nucleicos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO:
24, SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26. En ofra realizacion preferida, el fragmento polipeptidico de RXR de una
especie de invertebrado es de un dominio EF de RXR de una especie de invertebrado que comprende una
secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID
NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31 y SEQ ID NO: 32.

En otra realizacion especifica, el fragmento polipeptidico de RXR de una especie de invertebrado es de un homoélogo
de RXR de una especie de invertebrado que no es ni diptero ni lepidoptero.

En una realizacién preferida, el dominio de unién a ligando de RXR quimérico comprende al menos un fragmento
polipeptidico de RXR de una especie de vertebrado y un fragmento polipeptidico de RXR de una especie de
invertebrado.

En otra realizacion preferida, el dominio de union a ligando de RXR quimérico comprende al menos un fragmento
polipeptidico de RXR de una especie de vertebrado y un fragmento polipeptidico de homélogo de RXR de una
especie de invertebrado que no es ni diptero ni lepidéptero.

En otra realizacion preferida, el dominio de union a ligando de RXR quimérico comprende al menos un fragmento
polipeptidico de RXR de una especie de invertebrado y un fragmento polipeptidico de homdélogo de RXR de una
especie de invertebrado que no es ni diptero ni lepiddptero.

En otra realizacion preferida, el dominio de union a ligando de RXR quimérico comprende al menos un fragmento
polipeptidico de RXR de una especie de vertebrado y un fragmento polipeptidico de RXR de una especie de
vertebrado diferente.

En otra realizacion preferida, el dominio de union a ligando de RXR quimérico comprende al menos un fragmento
polipeptidico de RXR de una especie de invertebrado y un fragmento polipeptidico de RXR de una especie de
invertebrado diferente.

En otra realizacion preferida, el dominio de union a ligando de RXR quimérico comprende al menos un fragmento
polipeptidico de RXR de una especie de invertebrado que no es ni diptero ni lepidoptero y un fragmento polipeptidico
de RXR de una especie de invertebrado que no es ni diptero ni lepidoptero diferente.

En una realizacion especifica, el LBD de RXR quimérico comprende un dominio LBD de RXR que comprende al
menos un fragmento polipeptidico seleccionado del grupo que consiste en una hélice 1 de dominio EF, una hélice 2
de dominio EF, una hélice 3 de dominio EF, una hélice 4 de dominio EF, una hélice 5 de dominio EF, una hélice 6 de
dominio EF, una hélice 7 de dominio EF, una hélice 8 de dominio EF, una hélice 9 de dominio EF, una hélice 10 de
dominio EF, una hélice 11 de dominio EF, una hélice 12 de dominio EF, un dominio F y un dominio EF (lamina 3
plegada, en el que el fragmento polipeptidico es de RXR de especies diferentes, es decir, quimérico con respecto al
dominio LBD de RXR, de las del dominio LBD de RXR.

En otra realizacion especifica, el primer fragmento polipeptidico del dominio de unidén a ligando de RXR quimérico
comprende las hélices 1-6, las hélices 1-7, las hélices 1-8, las hélices 1-9, las hélices 1-10, las hélices 1-11 o las
hélices 1-12 del RXR de una primera especie de acuerdo con la invencion, y el segundo fragmento polipeptidico del
dominio de union a ligando de RXR quimérico comprende las hélices 7-12, las hélices 8-12, las hélices 9-12, las
hélices 10-12, las hélices 11-12, la hélice 12 o el dominio F del RXR de una segunda especie de acuerdo con la
invencion, respectivamente.

En una realizacion preferida, el primer fragmento polipeptidico del dominio de unién a ligando de RXR quimérico
comprende las hélices 1-6 del RXR de una primera especie de acuerdo con la invencion, y el segundo fragmento
polipeptidico del dominio de unién a ligando de RXR quimérico comprende las hélices 7-12 del RXR de una segunda
especie de acuerdo con la invencion.

En otra realizacion preferida, el primer fragmento polipeptidico del dominio de unién a ligando de RXR quimérico
comprende las hélices 1-7 del RXR de una primera especie de acuerdo con la invencién, y el segundo fragmento
polipeptidico del dominio de unién a ligando de RXR quimérico comprende las hélices 8-12 del RXR de una segunda
especie de acuerdo con la invencion.

En otra realizacién preferida, el primer fragmento polipeptidico del dominio de unién a ligando de RXR quimérico
comprende las hélices 1-8 del RXR de una primera especie de acuerdo con la invencion, y el segundo fragmento
polipeptidico del dominio de unién a ligando de RXR quimérico comprende las hélices 9-12 del RXR de una segunda
especie de acuerdo con la invencion.

En otra realizaciéon preferida, el primer fragmento polipeptidico del dominio de unién a ligando de RXR quimérico
comprende las hélices 1-9 del RXR de una primera especie de acuerdo con la invencién, y el segundo fragmento

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2392508 T3

polipeptidico del dominio de unién a ligando de RXR quimérico comprende las hélices 10-12 del RXR de una
segunda especie de acuerdo con la invencién.

En otra realizaciéon preferida, el primer fragmento polipeptidico del dominio de unién a ligando de RXR quimérico
comprende las hélices 1-10 del RXR de una primera especie de acuerdo con la invencion, y el segundo fragmento
polipeptidico del dominio de unién a ligando de RXR quimérico comprende las hélices 11-12 del RXR de una
segunda especie de acuerdo con la invencion.

En otra realizacién preferida, el primer fragmento polipeptidico del dominio de unién a ligando de RXR quimérico
comprende las hélices 1-11 del RXR de una primera especie de acuerdo con la invencion, y el segundo fragmento
polipeptidico del dominio de unién a ligando de RXR quimérico comprende la hélice 12 del RXR de una segunda
especie de acuerdo con la invencion.

En otra realizacion preferida, el primer fragmento polipeptidico del dominio de unién a ligando de RXR quimérico
comprende las hélices 1-12 del RXR de una primera especie de acuerdo con la invencion, y el segundo fragmento
polipeptidico del dominio de unién a ligando de RXR quimérico comprende un dominio F del RXR de una segunda
especie de acuerdo con la invencion.

En otra realizacién especifica, el LBD de de un dominio de unién a ligando truncado de RXR quimérico. El
truncamiento del LBD de RXR quimérico da lugar a una delecién de al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 25, 26, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125,
130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235 0 240
aminoacidos. Preferentemente, el truncamiento del LBD de RXR quimérico da lugar a una deleciéon de al menos un
dominio polipeptidico parcial. Mas preferentemente, el truncamiento del LBD de RXR quimérico da lugar a una
delecion de al menos un dominio polipeptidico entero. En una realizacion preferida, el truncamiento del LBD de RXR
quimérico da lugar a una delecién de al menos un dominio E parcial, un dominio E completo, un dominio F parcial,
un dominio F completo, una hélice 1 de dominio EF, una hélice 2 de dominio EF, una hélice 3 de dominio EF, una
hélice 4 de dominio EF, una hélice 5 de dominio EF, una hélice 6 de dominio EF, una hélice 7 de dominio EF, una
hélice 8 de dominio EF, una hélice 9 de dominio EF, una hélice 10 de dominio EF, una hélice 11 de dominio EF, una
hélice 12 de dominio EF o una lamina B plegada de dominio EF. También se puede realizar una combinacion de
varias deleciones parciales y/o totales.

En una realizacién preferida, el dominio de unién a ligando truncado de RXR quimérico esta codificado por un
polinucleétido que comprende una secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID
NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37 o SEQ ID NO: 38. En otra realizacion preferida, el dominio de unién a
ligando truncado de RXR quimérico comprende una secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 39, SEQ ID
NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, o SEQ ID NO: 44.

En una realizacion preferida, el dominio de unién a ligando de RXR quimérico esta codificado por un polinucleétido
que comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en a) la SEQ ID NO: 45, b)
los nucleétidos 1-348 de la SEQ ID NO: 13 y los nuclettidos 268-630 de la SEQ ID NO: 21, c) los nucleotidos 1-408
de la SEQ ID NO: 13y los nucleétidos 337-630 de la SEQ ID NO: 21, d) los nuclettidos 1-465 de la SEQ ID NO: 13 y
los nucledtidos 403-630 de la SEQ ID NO: 21, e) los nuclettidos 1-555 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 490-
630 de la SEQ ID NO: 21, f) los nuclettidos 1-624 de la SEQ ID NO: 13 y los nucle6tidos 547-630 de la SEQ ID NO:
21, g) los nucleétidos 1-645 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 601-630 de la SEQ ID NO: 21 y h) los nucleétidos
1-717 de la SEQ ID NO: 13 y los nucledétidos 613-630 de la SEQ ID NO: 21.

En otra realizacion preferida, el dominio de unién a ligando de RXR quimérico comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en a) la SEQ ID NO: 46, b) los aminoacidos 1-116 de la SEQ ID
NO: 13 y los aminoacidos 90-210 de la SEQ ID NO: 21, ¢) los aminoacidos 1-136 de la SEQ ID NO: 13 y los
aminoacidos 113-210 de la SEQ ID NO: 21, d) los aminoacidos 1-155 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoé&cidos 135-
210 de la SEQ ID NO: 21, e) los aminoacidos 1-185 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 164-210 de la SEQ ID
NO: 21, f) los aminoacidos 1-208 de la SEQ ID NO: 13 y los aminodcidos 183-210 de la SEQ ID NO: 21, g) los
aminoacidos 1-215 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 201-210 de la SEQ ID NO: 21 y h) los aminoacidos 1-239
de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 205-210 de la SEQ ID NO: 21.

Para los propésitos de la presente invenciéon, EcR, RXR de vertebrado, RXR de invertebrado y RXR quimérico
también incluyen EcR, RXR de vertebrado, RXR de invertebrado y RXR quiméricos sintéticos e hibridos y sus
homoélogos.

El dominio de unién a ADN puede ser cualquier dominio de unién a ADN con un elemento de respuesta conocido,
incluidos dominios de union a ADN sintéticos y quiméricos, o analogo, combinacién o modificacién de los mismos.
Preferentemente, el DBD es un DBD de GAL4, un DBD de LexA, un DBD de un factor de transcripciéon, un DBD de
un miembro de la superfamilia de receptores nucleares de hormonas esteroideas/tiroideas, un DBD de LacZ
bacteriano o un DBD de put de levadura. Mas preferentemente, el DBD es un DBD de GAL4 [SEQ ID NO: 47
(polinucledtido) o SEQ ID NO: 48 (polipéptido)] o un DBD de LexA [(SEQ ID NO: 49 (polinucleétido) o SEQ ID NO:
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50 (polipéptido)].

El dominio de transactivacion (abreviado "AD" o "TA") puede ser cualquier AD de receptor nuclear de hormonas
esteroideas/tiroideas, AD sintético o quimérico, AD de poliglutamina, AD de aminoacidos basico o acidos, un AD de
VP16, un AD de GAL4, un AD de NF-kB, un AD de BP64, un dominio de activacién acido de B42 (B42AD), o un
analogo, combinacion o modificacién de los mismos. En una realizaciéon especifica, el AD es un AD sintético o
quimérico o se obtiene a partir de un AD de VP16, GAL4, NF-kB o un dominio de activacion acido de B42.
Preferentemente, el AD es un AD de VP16 [SEQ ID NO: 51 (polinucleétido) o SEQ ID NO: 52 (polipéptido)] o un AD
de B42 [SEQ ID NO: 53 (polinucleétido) o SEQ ID NO: 54 (polipéptido)].

En una realizacién preferida, el casete de expresion génica codifica un polipéptido hibrido que comprende un
dominio de unién a ADN codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de acidos nucleicos
seleccionada del grupo que consiste en un DBD de GAL4 (SEQ ID NO: 47) y un DBD de LexA (SEQ ID NO: 49) y un
dominio de unién a ligando de EcR codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de acidos
nucleicos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 65 (CfEcR-DEF), SEQ ID NO: 59 (CfEcR-CDEF),
SEQ ID NO: 67 (DmEcR-DEF), SEQ ID NO: 71 (TmEcR-DEF) y SEQ ID NO: 73 (AmaEcR-DEF).

En otra realizacion preferida, el casete de expresion génica codifica un polipéptido hibrido que comprende un
dominio de unién a ADN que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en un
DBD de GAL4 (SEQ ID NO: 48) y un DBD de LexA (SEQ ID NO: 50) y un dominio de unién a ligando de EcR que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 57 (CfEcR-DEF),
SEQ ID NO: 70 (CfEcR-CDEF), SEQ ID NO: 58 (DmEcR-DEF), SEQ ID NO: 72 (TmEcR-DEF) y SEQ ID NO: 74
(AmaEcR-DEF).

En otra realizacion preferida, el casete de expresion génica codifica un polipéptido hibrido que comprende un
dominio de unién a ADN codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de acidos nucleicos
seleccionada del grupo que consiste en un DBD de GAL4 (SEQ ID NO: 47) y un DBD de LexA (SEQ ID NO: 49) y un
dominio de unién a ligando de RXR quimérico codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de
acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en a) la SEQ ID NO: 45, b) los nucleétidos 1-348 de la SEQ ID
NO: 13 y los nucleétidos 268-630 de la SEQ ID NO: 21, c¢) los nucleétidos 1-408 de la SEQ ID NO: 13 y los
nucleétidos 337-630 de la SEQ ID NO: 21, d) los nuclettidos 1-465 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 403-630
de la SEQ ID NO: 21, e) los nucleétidos 1-555 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 490-630 de la SEQ ID NO: 21,
f) los nucledtidos 1-624 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 547-630 de la SEQ ID NO: 21, g) los nucleétidos 1-
645 de la SEQ ID NO: 13 y los nuclettidos 601-630 de la SEQ ID NO: 21 y h) los nucleétidos 1-717 de la SEQ ID
NO: 13 y los nucledtidos 613-630 de la SEQ ID NO: 21.

En otra realizacion preferida, el casete de expresion génica codifica un polipéptido hibrido que comprende un
dominio de unién a ADN que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en un
DBD de GAL4 (SEQ ID NO: 48) y un DBD de LexA (SEQ ID NO: 50) y un dominio de unién a ligando de RXR
quimérico que comprende una secuencia de amino&cidos seleccionada del grupo que consiste en a) la SEQ ID NO:
46, b) los aminoacidos 1-116 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 90-210 de la SEQ ID NO: 21, c) los
aminoacidos 1-136 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 113-210 de la SEQ ID NO: 21, d) los aminoacidos 1-155
de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 135-210 de la SEQ ID NO: 21, e) los aminoédcidos 1-185 de la SEQ ID NO:
13 y los aminoacidos 164-210 de la SEQ ID NO: 21, f) los aminoacidos 1-208 de la SEQ ID NO: 13 y los
aminodcidos 183-210 de la SEQ ID NO: 21, g) los aminodcidos 1-215 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 201-
210 de la SEQ ID NO: 21, y h) los aminoacidos 1-239 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 205-210 de la SEQ ID
NO: 21.

En otra realizacion preferida, el casete de expresion génica codifica un polipéptido hibrido que comprende un
dominio de transactivacién codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de acidos nucleicos de la
SEQ ID NO: 51 o la SEQ ID NO: 53 y un dominio de union a ligando de EcR codificado por un polinucleétido que
comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 65 (CfEcR-
DEF), SEQ ID NO: 59 (CfEcR-CDEF), SEQ ID NO: 67 (DmEcR-DEF), SEQ ID NO: 71 (TmEcR-DEF) y SEQ ID NO:
73 (AmaEcR-DEF).

En otra realizacion preferida, el casete de expresion génica codifica un polipéptido hibrido que comprende un
dominio de transactivacién que comprende una secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 52 o la SEQ ID NO: 54
y un dominio de unién a ligando de EcR que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 57 (CfEcR-DEF), SEQ ID NO: 70 (CfEcR-CDEF), SEQ ID NO: 58 (DmEcR-DEF), SEQ ID
NO: 72 (TmEcR-DEF) y SEQ ID NO: 74 (AmaEcR-DEF).

En otra realizacion preferida, el casete de expresion génica codifica un polipéptido hibrido que comprende un
dominio de transactivacion codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de acidos nucleicos de la
SEQ ID NO: 51 o la SEQ ID NO: 53 y un dominio de unién a ligando de RXR quimérico codificado por un
polinucleétido que comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en a) la SEQ
ID NO: 45, b) los nucleétidos 1-348 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleédtidos 268-630 de la SEQ ID NO: 21, c) los
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nucleétidos 1-408 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 337-630 de la SEQ ID NO: 21, d) los nucledtidos 1-465 de
la SEQ ID NO: 13 y los nucledtidos 403-630 de la SEQ ID NO: 21, e) los nucleétidos 1-555 de la SEQ ID NO: 13 y
los nucleotidos 490-630 de la SEQ ID NO: 21, f) los nucleétidos 1-624 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 547-
630 de la SEQ ID NO: 21, g) los nucleoétidos 1-645 de la SEQ ID NO: 13 y los nucle6tidos 601-630 de la SEQ ID NO:
21y h) los nucledétidos 1-717 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 613-630 de la SEQ ID NO: 21.

En otra realizacion preferida, el casete de expresion génica codifica un polipéptido hibrido que comprende un
dominio de transactivacién que comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 52 o la SEQ ID NO: 54
y un dominio de unién a ligando de RXR quimérico que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en a) la SEQ ID NO: 46, b) los aminoacidos 1-116 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 90-
210 de la SEQ ID NO: 21, c) los aminoacidos 1-136 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 113-210 de la SEQ ID
NO: 21, d) los aminoacidos 1-155 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 135-210 de la SEQ ID NO: 21, €) los
aminoacidos 1-185 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 164-210 de la SEQ ID NO: 21, f) los aminoacidos 1-208
de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 183-210 de la SEQ ID NO: 21, g) los aminoédcidos 1-215 de la SEQ ID NO:
13 y los aminoacidos 201-210 de la SEQ ID NO: 21 y h) los aminoacidos 1-239 de la SEQ ID NO: 13 y los
aminoacidos 205-210 de la SEQ ID NO: 21.

El elemento de respuesta ("RE") puede ser cualquier elemento de respuesta con un dominio de unién a ADN
conocido, o un analogo, combinaciéon o modificacién de los mismos. En la presente invencién se puede emplear un
unico RE o varios RE, ya sean varias copias del mismo RE o dos o mas RE diferentes. En una realizacion
especifica, el RE es un RE de GAL4 ("GAL4RE"), LexA, un RE de un receptor nuclear de hormonas
esteroideas/tiroideas o un RE sintético que reconoce un dominio de unién a ADN sintético. Preferentemente, el RE
es un GAL4RE que comprende una secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO: 55 o un LexARE (operon "op") que
comprende una secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO: 56 (2XLexAop). Preferentemente, la primera proteina
hibrida no tiene, sustancialmente, un dominio de transactivacién y la segunda proteina hibrida no tiene,
sustancialmente, un dominio de union a ADN. Para los propésitos de la presente invencién, "no tiene,
sustancialmente" significa que la proteina en cuestiéon no contiene una secuencia suficiente del dominio en cuestion
para proporcionar una actividad de activacion o union.

Por tanto, la presente invencion también se refiere a un casete de expresidén génica que comprende: i) un elemento
de respuesta que comprende un dominio al que se une un polipéptido que comprende un dominio de unién a ADN;
ii) un promotor que se activa por un polipéptido que comprende un dominio de transactivacién; y iii) un gen cuya
expresion se quiere modular.

Los genes de interés para su uso en los casetes de expresién génica de los solicitantes pueden ser genes
enddgenos o genes heterélogos. La informacion de la secuencia de acidos nucleicos o de aminoacidos para una
proteina o gen deseado se puede localizar en una de las muchas bases de datos de acceso publico, por ejemplo,
GENBANK, EMBL, Swiss-Prot y PIR, o en muchas publicaciones periédicas relacionadas con la biologia. Asi, los
expertos en la técnica tienen acceso a la informacién de secuencia de acidos nucleicos para practicamente todos los
genes conocidos. Después, se puede usar esta informacion para construir las construcciones deseadas para la
insercion del gen de interés en el interior de los casetes de expresién génica usados en los métodos de los
solicitantes descritos en el presente documento.

Los ejemplos de genes de interés para su uso en los casetes de expresion génica de los solicitantes incluyen, entre
otros: genes que codifican polipéptidos terapéuticamente deseables o productos que se pueden usar para tratar una
afeccion, una enfermedad, un trastorno, una disfuncién, un defecto genético, tales como anticuerpos monoclonales,
enzimas, proteasas, citocinas, interferones, insulina, eritropoyetina, factores de coagulacién, otros factores o
componentes sanguineos, vectores viricos para tratamiento génico, virus para vacunas, objetivos para el
descubrimiento de farmacos, genémica funcional y aplicaciones de andlisis de proteémica y similares.

Polinucleétidos de la invencién

El sistema inducible de expresion génica basado en receptores X retinoides quiméricos/receptores de ecdisona
novedoso de la invencidon comprende un casete de expresion génica que comprende un polinucleétido que codifica
un polipéptido hibrido que comprende a) un dominio de unién a ADN o un dominio de transactivacion y b) un dominio
de union a ligando de EcR o un dominio de unién a ligando de RXR quimérico. Estos casetes de expresién génica,
los polinucleétidos que comprenden y los polipéptidos hibridos que codifican, son Gtiles como componentes de un
sistema de expresién génica basado en EcR para modular la expresién de un gen en una célula huésped.

Por tanto, la presente invencion proporciona un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido hibrido que
comprende a) un dominio de unién a ADN o un dominio de transactivacién de acuerdo con la invencion y b) un
dominio de unién a ligando de EcR o un dominio de unién a ligando de RXR quimérico de acuerdo con la invencién.

La presente invencion también se refiere a un polinucleétido aislado que codifica un dominio de unién a ligando de
RXR quimérico de acuerdo con la invencion.
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La presente invencion también se refiere a un polinucleétido aislado que codifica un LBD truncado de EcR o un LBD
truncado de RXR quimérico que comprende una mutacién por truncamiento de acuerdo con la invencion.
Especificamente, la presente invencion se refiere a un polinucleétido aislado que codifica un dominio de union a
ligando truncado de EcR o RXR quimérico que comprende una mutacién por truncamiento que afecta a la actividad
de unidn a ligando o a la sensibilidad a ligando que es util en la modulacion de la expresion génica en una célula
huésped.

En una realizaciéon especifica, el polinucleétido aislado que codifica un LBD de EcR comprende una secuencia
polinucleotidica seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 65 (CfEcR-DEF), SEQ ID NO: 59 (CfEcR-
CDEF), SEQ ID NO: 67 (DmEcR-DEF), SEQ ID NO: 71 (TmEcR-DEF) y SEQ ID NO: 73 (AmaEcR-DEF).

En otra realizacion especifica, el polinucleétido aislado codifica un LBD de EcR que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 57 (CfEcR-DEF), SEQ ID NO: 70 (CfEcR-
CDEF), SEQ ID NO: 58 (DmEcR-DEF), SEQ ID NO: 72 (TmEcR-DEF) y SEQ ID NO: 74 (AmaEcR-DEF).

En otra realizacion especifica, el polinucleétido aislado que codifica un LBD de RXR quimérico comprende una
secuencia polinucleotidica seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 45, b) los nucleétidos 1-348 de la
SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 268-630 de la SEQ ID NO: 21, c) los nucleétidos 1-408 de la SEQ ID NO: 13 y los
nucleétidos 337-630 de la SEQ ID NO: 21, d) los nucleétidos 1-465 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 403-630
de la SEQ ID NO: 21, e) los nuclettidos 1-555 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 490-630 de la SEQ ID NO: 21,
f) los nucledtidos 1-624 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 547-630 de la SEQ ID NO: 21, g) los nucleétidos 1-
645 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleotidos 601-630 de la SEQ ID NO: 21 y h) los nucleétidos 1-717 de la SEQ ID
NO: 13 y los nucleétidos 613-630 de la SEQ ID NO: 21.

En otra realizacion especifica, el polinucleétido aislado codifica un LBD de RXR quimérico que comprende una
secuencia de aminoacidos que consiste en a) la SEQ ID NO: 46, b) los aminoacidos 1-116 de la SEQ ID NO: 13 y
los amino&cidos 90-210 de la SEQ ID NO: 21, c) los aminoacidos 1-136 de la SEQ ID NO: 13 y los amino&cidos 113-
210 de la SEQ ID NO: 21, d) los aminoacidos 1-155 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 135-210 de la SEQ ID
NO: 21, e) los aminoacidos 1-185 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 164-210 de la SEQ ID NO: 21, f) los
aminoacidos 1-208 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 183-210 de la SEQ ID NO: 21, g) los aminoacidos 1-215
de la SEQ ID NO: 13 y los aminodcidos 201-210 de la SEQ ID NO: 21 y h) los aminoacidos 1-239 de la SEQ ID NO:
13 y los aminoéacidos 205-210 de la SEQ ID NO: 21.

En particular, la presente invencion se refiere a un polinucleétido aislado que codifica un LBD truncado de RXR
quimérico que comprende una mutaciéon por truncamiento, en el que la mutaciéon reduce la actividad de unién a
ligando o la sensibilidad a ligando del LBD truncado de RXR quimérico. En una realizacion especifica, la presente
invencion se refiere a un polinucleétido aislado que codifica un LBD truncado de RXR quimérico que comprende una
mutacién por truncamiento que reduce la actividad de union a esteroides o la sensibilidad a esteroides del LBD
truncado de RXR quimérico.

En otra realizacion especifica, la presente invencion se refiere a un polinucleétido aislado que codifica un LBD
truncado de RXR quimérico que comprende una mutacién por truncamiento que reduce la actividad de unién a no
esteroide o la sensibilidad a no esteroide del LBD truncado de RXR quimérico.

La presente invencion también se refiere a un polinucleétido aislado que codifica un LBD truncado de RXR quimérico
que comprende una mutacién por truncamiento, en el que la mutacién potencia la actividad de unién a ligando o la
sensibilidad a ligando del LBD truncado de RXR quimérico. En una realizacion especifica, la presente invencion se
refiere a un polinucleétido aislado que codifica un LBD truncado de RXR quimérico que comprende una mutacién por
truncamiento que potencia la actividad de unién a esteroides o la sensibilidad a esteroides del LBD truncado de RXR
quimérico.

En otra realizacion especifica, la presente invenciéon se refiere a un polinucleétido aislado que codifica un LBD
truncado de RXR quimérico que comprende una mutaciéon por truncamiento que potencia la actividad de unién a no
esteroide o la sensibilidad a no esteroide del LBD truncado de RXR quimérico.

La presente invencion también se refiere a un polinucleétido aislado que codifica un LBD truncado de receptor X
retinoide quimérico que comprende una mutacién por truncamiento que aumenta la sensibilidad a ligando de un
heterodimero que comprende el LBD truncado de receptor X retinoide quimérico y un compafero de dimerizacion.
En una realizacion especifica, el compafero de dimerizacion es un polipéptido de receptor de ecdisona.
Preferentemente, el companero de dimerizacion es un polipéptido truncado de EcR. Mas preferentemente, el
compafero de dimerizacién es un polipéptido de EcR en el que se han eliminado los dominios A/B. Incluso més
preferentemente, el compafero de dimerizacién es un polipéptido de EcR que comprende una secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 57 (CfEcR-DEF), SEQ ID NO: 58 (DmEcR-DEF), SEQ ID NO: 70 (CfEcR-CDEF),
SEQ ID NO: 72 (TmEcR-DEF) o SEQ ID NO: 74 (AmaEcR-DEF).

Polipéptidos de la invencién
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El sistema inducible de expresion génica basado en receptores X retinoides quiméricos/receptores de ecdisona
novedoso de la invencion comprende un casete de expresion génica que comprende un polinucleétido que codifica
un polipéptido hibrido que comprende a) un dominio de unién a ADN o un dominio de transactivacion y b) un dominio
de union a ligando de EcR o un dominio de unién a ligando de RXR quimérico. Estos casetes de expresién génica,
los polinucleétidos que comprenden y los polipéptidos hibridos que codifican, son Gtiles como componentes de un
sistema de expresion génica basado en EcR/RXR quiméricos para modular la expresion de un gen en una célula
huésped.

Por tanto, la presente invencion también se refiere a un polipéptido hibrido que comprende a) un dominio de unién a
ADN o un dominio de transactivacion de acuerdo con la invencién y b) un dominio de unién a ligando de EcR o un
dominio de unién a ligando de RXR quimérico de acuerdo con la invencién.

La presente invencion también se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio de unién a ligando de
RXR quimérico de acuerdo con la invencion.

La presente invencion también se refiere a un LBD truncado de EcR aislado o un LBD truncado de RXR quimérico
aislado que comprende una mutacién por truncamiento de acuerdo con la invencion. Especificamente, la presente
invencion se refiere a un LBD truncado de EcR aislado o un LBD truncado de RXR quimérico aislado que comprende
una mutacion por truncamiento que afecta a la actividad de unién a ligando o a la sensibilidad a ligando.

En una realizacion especifica, el polipéptido de LBD de EcR aislado esta codificado por un polinucleétido que
comprende una secuencia polinucleotidica seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 65 (CfEcR-DEF),
SEQ ID NO: 59 (CfEcR-CDEF), SEQ ID NO: 67 (DmEcR-DEF), SEQ ID NO: 71 (TmEcR-DEF) y SEQ ID NO: 73
(AmaEcR-DEF).

En otra realizacién especifica, el polipéptido de LBD de EcR aislado comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 57 (CfEcR-DEF), SEQ ID NO: 70 (CfEcR-CDEF), SEQ ID
NO: 58 (DmEcR-DEF), SEQ ID NO: 72 (TmEcR-DEF) y SEQ ID NO: 74 (AmaEcR-DEF).

En otra realizacion especifica, el LBD truncado de RXR quimérico aislado esta codificado por un polinucleétido que
comprende una secuencia polinucleotidica seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 45, b) los
nucleétidos 1-348 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 268-630 de la SEQ ID NO: 21, c) los nucleétidos 1-408 de
la SEQ ID NO: 13 y los nuclettidos 337-630 de la SEQ ID NO: 21, d) los nucleétidos 1-465 de la SEQ ID NO: 13y
los nucledtidos 403-630 de la SEQ ID NO: 21, e) los nucledtidos 1-555 de la SEQ ID NO: 13 y los nucledtidos 490-
630 de la SEQ ID NO: 21, f) los nucleotidos 1-624 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 547-630 de la SEQ ID NO:
21, g) los nucledtidos 1-645 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 601-630 de la SEQ ID NO: 21 y h) los nucleétidos
1-717 de la SEQ ID NO: 13 y los nucledétidos 613-630 de la SEQ ID NO: 21.

En otra realizacién preferida, el LBD truncado de RXR quimérico aislado comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en a) la SEQ ID NO: 46, b) los aminoacidos 1-116 de la SEQ ID NO: 13 y los
aminoacidos 90-210 de la SEQ ID NO: 21, c) los aminoacidos 1-136 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 113-210
de la SEQ ID NO: 21, d) los amino&cidos 1-155 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoéacidos 135-210 de la SEQ ID NO:
21, e) los aminoacidos 1-185 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 164-210 de la SEQ ID NO: 21, f) los
aminoacidos 1-208 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 183-210 de la SEQ ID NO: 21, g) los aminoacidos 1-215
de la SEQ ID NO: 13 y los aminoédcidos 201-210 de la SEQ ID NO: 21 y h) los aminoacidos 1-239 de la SEQ ID NO:
13 y los aminoéacidos 205-210 de la SEQ ID NO: 21.

La presente invencion se refiere a un LBD truncado de RXR quimérico aislado que comprende una mutaciéon por
truncamiento que reduce la actividad de unién a ligando o la sensibilidad a ligando de dicho LBD truncado de RXR
quimérico.

Por tanto, la presente invencion se refiere a un LBD truncado de RXR quimérico aislado que comprende una
mutacién por truncamiento que reduce la actividad de union a ligando o la sensibilidad a ligando de dicho LBD
truncado de RXR quimérico.

En una realizacion especifica, la presente invencion se refiere a un LBD truncado de RXR quimérico aislado que
comprende una mutacién por truncamiento que reduce la actividad de union a esteroides o la sensibilidad a
esteroides del LBD truncado de RXR quimérico.

En otra realizacion especifica, la presente invencién se refiere a un LBD truncado de RXR quimérico aislado que
comprende una mutacién por truncamiento que reduce la actividad de unién a no esteroide o la sensibilidad a no
esteroide del LBD truncado de RXR quimérico.

Ademas, la presente invencion se refiere a un LBD truncado de RXR quimérico aislado que comprende una
mutacién por truncamiento que potencia la actividad de unién a ligando o la sensibilidad a ligando del LBD truncado
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de RXR quimérico.

La presente invencion se refiere a un LBD truncado de RXR quimérico aislado que comprende una mutaciéon por
truncamiento que potencia la actividad de unioén a ligando o la sensibilidad a ligando del LBD truncado de RXR
quimérico. En una realizacién especifica, la presente invencion se refiere a un LBD truncado de RXR quimérico
aislado que comprende una mutacion por truncamiento que potencia la actividad de uniéon a esteroides o la
sensibilidad a esteroides del LBD truncado de RXR quimérico.

En otra realizacién especifica, la presente invencion se refiere a un LBD truncado de RXR quimérico aislado que
comprende una mutacién por truncamiento que potencia la actividad de unién a no esteroide o la sensibilidad a no
esteroide del LBD truncado de RXR quimérico.

La presente invencion también se refiere a un LBD truncado de RXR quimérico aislado que comprende una
mutacioén por truncamiento que aumenta la sensibilidad de un heterodimero que comprende el LBD truncado de RXR
quimérico y un comparero de dimerizacion.

En una realizacion especifica, el compafero de dimerizacion es un polipéptido de receptor de ecdisona.
Preferentemente, el compariero de dimerizacion es un polipéptido truncado de EcR. Preferentemente, el compariero
de dimerizacion es un polipéptido de EcR en el que se han eliminado los dominios A/B o A/B/C. Incluso mas
preferentemente, el compafero de dimerizaciéon es un polipéptido de EcR que comprende una secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 57 (CfEcR-DEF), SEQ ID NO: 58 (DmEcR-DEF), SEQ ID NO: 70 (CfEcR-CDEF),
SEQ ID NO: 72 (TmEcR-DEF) o SEQ ID NO: 74 (AmaEcR-DEF).

Método de modulacién de la expresion génica de la invencion

La invencion de los solicitantes también se refiere a métodos de modulacion de la expresién génica en una célula
huésped usando un sistema de modulacién de la expresion génica de acuerdo con la invencion. Especificamente, la
invencion de los solicitantes proporciona un método de modulacién de la expresién de un gen en una célula huésped
que comprende las etapas de: a) introducir en la célula huésped un sistema de modulacién de la expresion génica
de acuerdo con la invencion; y b) introducir en la célula huésped un ligando; en el que el gen que se quiere modular
es un componente de un casete de expresidén génica que comprende: i) un elemento de respuesta que comprende
un dominio reconocido por el dominio de union a ADN del primer polipéptido hibrido; ii) un promotor que se activa
por el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido; y iii) un gen cuya expresion se quiere modular, de
modo que, tras la introduccién del ligando en la célula huésped, se modula la expresién del gen.

La invencién también proporciona un método de modulacién de la expresion de un gen en una célula huésped que
comprende las etapas de: a) introducir en la célula huésped un sistema de modulacién de la expresion génica de
acuerdo con la invencién; b) introducir en la célula huésped un casete de expresién génica que comprende i) un
elemento de respuesta que comprende un dominio reconocido por el dominio de unién a ADN del primer polipéptido
hibrido; ii) un promotor que se activa por el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido; y iii) un gen
cuya expresion se quiere modular; y c¢) introducir en la célula huésped un ligando; de modo que se modula la
expresion del gen en la célula huésped.

Los genes de interés para su expresioén en una célula huésped usando los métodos de los solicitantes pueden ser
genes enddgenos o genes heterdlogos. La informacién de la secuencia de &cidos nucleicos o de aminoacidos para
una proteina o gen deseado se puede localizar en una de las muchas bases de datos de acceso publico, por
ejemplo, GENBANK, EMBL, Swiss-Prot y PIR, o en muchas publicaciones periédicas relacionadas con la biologia.
Asi, los expertos en la técnica tienen acceso a la informacion de secuencia de acidos nucleicos para practicamente
todos los genes conocidos. Después, se puede usar esta informacién para construir las construcciones deseadas
para la insercién del gen de interés en el interior de los casetes de expresion génica usados en los métodos de los
solicitantes descritos en el presente documento.

Los ejemplos de genes de interés para su uso en una célula huésped usando los métodos de los solicitantes
incluyen, entre otros: genes que codifican polipéptidos terapéuticamente deseables o productos que se pueden usar
para tratar una afeccion, una enfermedad, un trastorno, una disfuncién, un defecto genético, tales como anticuerpos
monoclonales, enzimas, proteasas, citocinas, interferones, insulina, eritropoyetina, factores de coagulacion, otros
factores o componentes sanguineos, vectores viricos para tratamiento génico, virus para vacunas, objetivos para el
descubrimiento de farmacos, genémica funcional y aplicaciones de andlisis de proteémica y similares.

Son ligandos aceptables todos los que modulan la expresion del gen cuando la unién del dominio de unién a ADN
del sistema de dos hibridos al elemento de respuesta en presencia del ligando da lugar a la activacion o supresion
de la expresion de los genes. Los ligandos preferidos incluyen ponasterona, muristerona A, acido 9-cis-retinoico,
analogos sintéticos del acido retinoico, N,N'-diacilhidrazinas tales como las divulgadas en las patentes de EE. UU.
N.2 6013836, 5117057, 5530028 y 5378726; dibenzoilalquil cianohidrazinas tales como las divulgadas en la solicitud
europea N.? 461809; N-alquil-N,N'-diaroilhidrazinas tales como la divulgadas en la patente de EE. UU. N.? 5225443;
N-acil-N-alquilcarbonilhidrazinas tales como las divulgadas
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en la solicitud europea N.° 234994; N-aroil-N-alquil-N'-aroilhidrazinas tales como las descritas en la patente de EE.
UU. N.2 4985461; y otros materiales similares, incluidos 3,5-di-terc-butil-4-hidroxi-N-isobutil-benzamida, 8-O-
acetilharpagido y similares.

En una realizacion preferida, el ligando para su uso en el método de los solicitantes de modulacion de la expresion
de un gen es un compuesto de la formula:

0

VN F’W
IS

en la que:

E es un alquilo (C4-Ce) que contiene un carbono terciario o un cianoalquilo (C3-Cs) que contiene un carbono terciario;
R' es H, Me, Et, i-Pr, F, formilo, CFs, CHF,, CHClz, CH2F, CH,Cl, CH20H, CH20Me, CH,CN, CN, C=CH, 1-propinilo,
2-propinilo, vinilo, OH, OMe, OEt, ciclopropilo, CF2CF3, CH=CHCN, alilo, azido, SCN o SCHF;

R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, formilo, CFs, CHF2, CHClz, CHoF, CH2Cl, CH2OH, CH,OMe, CH.CN, CN, C=CH, 1-
propinilo, 2-propinilo, vinilo, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, O-n-Pr, OAc, NMe,, NEt;, SMe, SEt, SOCF3, OCF2CF2H,
COEt, C|clopropllo CF.CF3;, CH=CHCN, alilo, azido, OCF3, OCHFz, O-i-Pr, SCN, SCHF,, SOMe, NH-CN, o se une
con R® y los carbonos de fenilo a los que estan unidos R? y R? para formar un etilendioxilo, un anillo dihidrofurilo con
el oxigeno adyacente a un carbono de fenilo o un anillo dihidropirilo con el oxigeno adyacente a un carbono de
fenilo;

R® es H, Et, o se une con R? y los carbonos de fenilo a los que estan unidos R? y R® para formar un etilendioxilo, un
anillo dihidrofurilo con el oxigeno adyacente a un carbono de fenilo o un anillo dihidropirilo con el oxigeno adyacente
a un carbono de fenilo;

R4, R® y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, Br, formilo, CF3;, CHF,, CHCI,, CH2F, CH2Cl, CH2OH, CN,
C=CH, 1-propinilo, 2-propinilo, vinilo, OMe, OEt, SMe o SEt.

En otra realizacion preferida, se puede usar un segundo ligando ademas del primer ligando analizado anteriormente
en el método de los solicitantes de modulacion de la expresién de un gen, en el que el segundo ligando es acido 9-
cis-retinoico o un analogo sintético del acido retinoico.

La invencion de los solicitantes permite la modulacién de la expresion génica en células huésped procariotas y
eucariotas. Por tanto, la presente invencién también se refiere a un método de modulacion de la expresion génica en
una célula huésped seleccionada del grupo que consiste en una célula bacteriana, una célula fingica, una célula de
levadura, una célula animal y una célula de mamifero. Preferentemente, la célula huésped es una célula de levadura,
una célula de hamster, una célula de ratén, una célula de mono o una célula de ser humano.

La expresion en células huésped transgénicas puede ser Util para la expresion de diversos polipéptidos de interés,
incluidos, entre otros, polipéptidos terapéuticos, intermedios de rutas; para la modulacién de rutas ya existentes en el
huésped para la sintesis de nuevos productos que hasta ahora era imposible usando el huésped; ensayos basados
en células; ensayos de gendmica funcional, produccién de proteinas bioterapéuticas, ensayos de proteémica y
similares. Adicionalmente, los productos génicos pueden ser Utiles para conferir mayores rendimientos de
crecimiento del huésped o para permitir que se utilice un modo de crecimiento alternativo.

Células huésped y organismos no humanos de la invencién

Como se describe anteriormente, el sistema de modulacion de la expresion génica de la presente invencién se
puede usar para modular la expresién génica en una célula huésped. La expresién en células huésped transgénicas
puede ser Util para la expresion de diversos genes de interés. Por tanto, la invencion de los solicitantes proporciona
una célula huésped aislada que comprende un sistema de expresion génica de acuerdo con la invencién. La
presente invencion también proporciona una célula huésped aislada que comprende un casete de expresion génica
de acuerdo con la invencion. La invencion de los solicitantes también proporciona una célula huésped aislada que
comprende un polinucled6tido o un polipéptido de acuerdo con la invencion. La célula huésped aislada puede ser una
célula huésped procariota o eucariota.
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Preferentemente, la célula huésped se selecciona del grupo que consiste en una célula bacteriana, una célula
fungica, una célula de levadura, una célula animal y una célula de mamifero. Los ejemplos de células huésped
preferidas incluyen, entre otras, células huésped de especies fungicas o de levaduras tales como Aspergillus,
Trichoderma, Saccharomyces, Pichia, Candida, Hansenula, o de especies bacterianas tales como las de los géneros
Synechocystis, Synechococcus, Salmonella, Bacillus, Acinetobacter, Rhodococcus, Streptomyces, Escherichia,
Pseudomonas, = Methylomonas, = Methylobacter,  Alcaligenes,  Synechocystis,  Anabaena, Thiobacillus,
Methanobacteriumy Klebsiella, animales y de mamifero.

En una realizacion especifica, la célula huésped es una célula de levadura seleccionada del grupo que consiste en
una célula huésped de Saccharomyces, de Pichiay de Candida.

En otra realizacion especifica, la célula huésped es una célula de hamster.

En otra realizacion especifica, la célula huésped es una célula murina.

En otra realizacion especifica, la célula huésped es una célula de mono.

En otra realizacion especifica, la célula huésped es una célula de ser humano.

La transformaciéon de células huésped se conoce bien en la técnica y se puede lograr mediante una variedad de
métodos, incluidos, entre otros, electroporacién, infeccion virica, transfeccidon de plasmido/vector, transfeccion
mediada por vector no virico, bombardeo de particulas y similares. La expresién de productos génicos deseados
implica cultivar las células huésped transformadas bajo condiciones adecuadas e inducir la expresion del gen
transformado. Las condiciones de cultivo y los protocolos de expresion génica en células procariotas y eucariotas
son bien conocidos en la técnica (véanse la seccién de métodos generales de los ejemplos). Se pueden recoger las
células y aislar los productos génicos de acuerdo con protocolos especificos para el producto génico.

Ademas, se puede escoger una célula huésped que module la expresion del polinucleétido insertado o que
modifique y procese el producto polipeptidico de la manera especifica deseada. Las diferentes células huésped
presentan caracteristicas y mecanismos especificos para el procesamiento y la modificacion traduccional y
postraduccional [p. €j., glucosilacién, escision (p. €j., de la secuencia sefnal)] de proteinas. Se pueden escoger lineas
celulares o sistemas huéspedes apropiados para garantizar la modificacion y el procesamiento deseados de la
proteina exdégena expresada. Por ejemplo, se puede usar la expresién en un sistema bacteriano para producir un
producto de proteina del nucleo no glucosilada. Sin embargo, un polipéptido expresado en bacterias puede no
plegarse correctamente. La expresion en levaduras puede producir un producto glucosilado. La expresion en células
eucariotas puede aumentar la probabilidad de glucosilacion y plegamiento "nativo" de una proteina heteréloga.
Ademas, la expresion en células de mamifero puede proporcionar una herramienta para reconstituir, o constituir, la
actividad del polipéptido. Ademas, los diferentes sistemas de expresion de vector/huésped pueden afectar a las
reacciones de procesamiento, tales como escisiones proteoliticas, en diferente medida.

La invencion de los solicitantes también se refiere a un organismo no humano que comprende una célula huésped
aislada de acuerdo con la invencién. Preferentemente, el organismo no humano se selecciona del grupo que
consiste en una bacteria, un hongo, una levadura, un animal y un mamifero. Mas preferentemente, el organismo no
humano es una levadura, un ratén, una rata, un conejo, un gato, un perro, un bévido, una cabra, un cerdo, un
caballo, una oveja, un mono o un chimpance.

En una realizacion especifica, el organismo no humano es una levadura seleccionada del grupo que consiste en
Saccharomyces, Pichia, y Candida.

En otra realizacién especifica, el organismo no humano es un ratén Mus musculus.

Medida de la transcripcién/expresién génica

Una medida atil de los métodos de la invencion de los solicitantes es la del estado transcripcional de la célula,
incluidas las identidades y abundancias de ARN, preferentemente de especies de ARNm. Estas medidas se llevan a
cabo convenientemente midiendo las abundancias de ADNc mediante cualquiera de las diversas tecnologias de
expresion génica existentes.

La tecnologia de matriz de acido nucleico es una técnica Util para determinar la expresion diferencial de ARNm. Esta
tecnologia incluye, por ejemplo, chips oligonucleotidicos y micromatrices de ADN. Estas técnicas se basan en
fragmentos de ADN u oligonucleétidos que corresponden a diferentes genes o ADNc que estan inmovilizados sobre
un soporte solido e hibridados con sondas preparadas a partir de conjuntos de ARNm extraido a partir de células,
tejidos u organismos completos y convertidos en ADNc. Los chips oligonucleotidicos son matrices de
oligonucledtidos sintetizadas sobre un sustrato usando técnicas fotolitograficas. Se han producido chips que pueden
analizar hasta 1700 genes. Las micromatrices de ADN son matrices de muestras de ADN, normalmente productos

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2392508 T3

de PCR, que se imprimen robéticamente sobre un portaobjetos de microscopio. Cada gen se analiza mediante una
secuencia de ADN de longitud completa o parcial. Actualmente se preparan comercialmente de forma rutinaria
micromatrices con hasta 10.000 genes. La principal diferencia entre estas dos técnicas es que, normalmente, los
chips oligonucleotidicos utilizan oligonucleotidos 25-meros que permiten el fraccionamiento de moléculas de ADN
cortas, mientras que los objetivos de ADN mayores de las micromatrices, aproximadamente 1000 pares de bases,
pueden proporcionar una mayor sensibilidad al fraccionar mezclas complejas de ADN.

Otra medida util de los métodos de la invencién de los solicitantes es la de determinar el estado traduccional de la
célula midiendo las abundancias de las especies proteicas constituyentes presentes en la célula usando procesos
bien conocidos en la técnica.

Cuando se desea identificar los genes asociados con diversas funciones fisiologicas, se puede emplear un ensayo
en el que se midan cambios en funciones tales como el crecimiento celular, la apoptosis, la senescencia, la
diferenciacion, la adhesion, la unién a moléculas especificas, la union a otra célula, la organizacion celular, la
organogénesis, el transporte intracelular, la facilitacion del transporte, la conversion energética, el metabolismo, la
miogénesis, la neurogénesis y/o la hematopoyesis.

Ademas, se puede usar la expresion de un gen indicador o un marcador seleccionable para medir la modulacién de
la expresion génica usando la invencion de los solicitantes.

En la técnica se conocen bien otros métodos para detectar los productos de expresién génica e incluyen analisis por
transferencia de bandas southern (deteccién de ADN), transferencia en mancha o en ranura (ADN, ARN),
transferencia de bandas northern (ARN), RT-PCR (ARN), transferencia de bandas western (deteccion de
polipéptidos) y ELISA (polipéptidos). Aunque es menos preferido, se pueden usar proteinas marcadas para detectar
una secuencia de acido nucleico en particular con la que hibrida.

En algunos casos, es necesario amplificar la cantidad de una secuencia de acido nucleico. Esto se puede llevar a
cabo usando uno o mas de una serie de métodos adecuados, incluidos, por ejemplo, la reacciéon en cadena de la
polimerasa ("PCR"), la reaccién en cadena de la ligasa ("LCR"), amplificacion por desplazamiento de hebra ("SDA"),
amplificacion basada en la transcripcién y similares. La PCR se lleva a cabo de acuerdo con técnicas conocidas en
las que, por ejemplo, se trata una muestra de acido nucleico en presencia de una polimerasa de ADN termoestable,
bajo condiciones de hibridacion, con un par de cebadores oligonucleotidicos, hibridando un cebador con una hebra
(molde) de la secuencia especifica que se quiere detectar. Los cebadores son lo suficientemente complementarios
con cada hebra molde de la secuencia especifica como para hibridar con ellas. Se sintetiza un producto de extensién
de cada cebador y es complementario con la hebra molde de acidos nucleicos con la que hibridé. El producto de
extensién sintetizado a partir de cada cebador también puede servir como molde para la sintesis adicional de
productos de extension usando los mismos cebadores. Tras un ndmero suficiente de ciclos de sintesis de productos
de extension, se puede analizar la muestra como se describe anteriormente para evaluar si la secuencia o
secuencias que se quieren detectar estan presentes.

La presente invencién se puede comprender mejor por referencia a los siguientes ejemplos no limitantes, que se
proporcionan como ejemplares de la invencion.

Ejemplos

Métodos generales

La técnicas estandar de ADN recombinante y de clonacién molecular usadas en el presente documento son bien
conocidas en la técnica y se describen por Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, N.Y. (1989) (Maniatis) y por T. J.
Silhavy, M. L. Bennan, y L. W. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, N.Y. (1984) y por Ausubel, F. M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc y
Wiley-Interscience (1987).

En la técnica se conocen bien materiales y métodos adecuados para el mantenimiento y el crecimiento de cultivos
bacterianos. Se pueden encontrar técnicas adecuadas para su uso en los ejemplos siguientes expuestas en Manual
of Methods for General Bacteriology (Phillipp Gerhardt, R. G. E. Murray, Ralph N. Costilow, Eugene W. Nester, Willis
A. Wood, Noel R. Krieg y G. Briggs Phillips, ed), American Society for Microbiology, Washington, DC. (1994)) o por
Thomas D. Brock en Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology, segunda edicién, Sinauer Associates,
Inc., Sunderland, MA (1989). Todos los reactivos, enzimas de restriccion y materiales usados para el crecimiento y el
mantenimiento de las células huésped se obtuvieron de Aldrich Chemicals (Milwaukee, WI), DIFCO Laboratories
(Detroit, Ml), GDBCO/BRL (Gaithersburg, MD) o Sigma Chemical Company (St. Louis, MO), a menos que se
especifique lo contrario.

Las manipulaciones de secuencias genéticas se pueden lograr usando el conjunto de programas disponible de
Genetics Computer Group Inc. (Wisconsin Package Version 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI).

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2392508 T3

Cuando se usa el programa "Pileup" de GCG, se pueden usar el valor por defecto de 12 por creaciéon de huecos y el
valor por defecto de 4 por extension de huecos. Cuando se usa el programa "Gap" o "Bestfit" de CGC, se pueden
usar la penalizacién por defecto de 50 por creacion de huecos y la penalizacién por defecto de 3 por extension de
huecos. En cualquier caso, cuando no se solicitan los parametros del programa de GCG, en estos programas o en
cualquier otro de GCG, se pueden usar los valores por defecto.

El significado de las abreviaturas es el siguiente: "h" significa hora(s), "min" significa minuto(s), "s" significa
segundo(s), "d" significa dia(s), "wl" significa microlitro(s), "ml" significa mililitro(s), "I" significa litro(s), "uM" significa
micromolar, "mM" significa milimolar, "ug" significa microgramo(s), "mg" significa miligramo(s), "A" significa adenina o
adenosina, "T" significa timina o timidina, "G" significa guanina o guanosina, "C" significa citidina o citosina, "x g"
significa multiplicado por gravedad, "nt" significa nucleétido(s), "aa" significa aminoacido(s), "pb" significa par(es) de
bases, "kb" significa kilobase(s), "k" significa kilo, "1" significa micro y "°C" significa grados Celsius.

Ejemplo 1

El sistema inducible de modulacion de la expresion génica basado en EcCR/RXR quiméricos de los solicitantes es Util
en diversas aplicaciones que incluyen el tratamiento génico, la expresion de proteinas de interés en células huésped,
la produccién de organismos transgénicos y los ensayos basados en células. Los solicitantes han realizado el
sorprendente descubrimiento de que un dominio de unién a ligando de receptor X retinoide quimérico puede sustituir
a cualquiera de los polipéptidos de RXR originales y funcionar de forma inducible en un sistema de modulacién de la
expresion génica basado en EcR/RXR quiméricos tras la unién de ligando. Ademas, el polipéptido de RXR quimérico
también puede funcionar mejor que cualquier dominio de unién a ligando de RXR original/donador. El sorprendente
descubrimiento de los solicitantes y los mejores resultados inesperados proporcionan un sistema inducible de
expresion génica novedoso para aplicaciones de células bacterianas, flngicas, de levadura, de animal y de
mamifero. Este ejemplo describe la construccién de varios casetes de expresién génica para su uso en el sistema
inducible de expresién génica basado en EcR/RXR quiméricos de la invencion.

Los solicitantes construyeron varios casetes de expresion génica basados en EcR basados en el EcR del gusano de
las yemas de la picea Choristoneura fumiferana ("CfEcR"), la proteina ultraespiraculo de C. fumiferana ("CfUSP"), el
EcR de Drosophila melanogaster ("DmEcR"), la USP de D. melanogaster ("DmUSP"), el EcR de Tenebrio molitor
("TmEcR"), el EcR de Amblyomma americanum ("AmaEcR"), el homoélogo 1 de RXR de A. americanum
("AmaRXR1"), el homdlogo 2 de RXR de A. americanum ("AmaRXR2"), la isoforma a del receptor X retinoide del
raton Mus musculus ("MmRXRa"), la isoforma 3 del receptor X retinoide de ser humano Homo sapiens ("HsRXRB") y
la proteina ultraespiraculo de la langosta Locusta migratoria ("LmUSP").

Las construcciones de receptor preparadas comprenden 1) un dominio de unién a ligando (LBD) de EcR, un LBD de
RXR de vertebrado (MmRXRa 0 HsRXRp), un LBD de USP de invertebrado (CfUSP o DmUSP), un LBD de RXR de
invertebrado (LmUSP, AmaRXR1 o AmaRXR2) o un LBD de RXR quimérico que comprende un fragmento de LBD
de RXR de vertebrado y un fragmento de LBD de RXR de invertebrado; y 2) un dominio de uniéon a ADN (DBD) de
GAL4 o LexA o un dominio de transactivacién (AD) activador acido B42 o VP16. Las construcciones indicadoras
incluyen un gen indicador, luciferasa o LacZ, enlazado de forma funcional a una construccién de promotor sintético
que comprende un elemento de respuesta de GAL4 o un elemento de respuesta de LexA a los que unen el DBD de
Gald o el DBD de LexA, respectivamente. Diversas combinaciones de estas construcciones de receptor e
indicadoras se cotransfectaron en células de mamifero como se describe en los ejemplos 2-6 mas adelante.

Casetes de expresion génica: Se construyeron pares de casetes (interruptores) de expresion génica basados en
receptores de ecdisona como sigue, usando métodos estandar de clonacién disponibles en la técnica. A
continuacion figura una breve descripcion de la preparacion y la composicién de cada interruptor usado en los
ejemplos descritos en el presente documento.

1.1 GAL4CfEcR-CDEF/VP16MmRXRo-EF: Los dominios C, D, E y F del EcR del gusano de las yemas de la picea
Choristoneura fumiferana ("CfEcR-CDEF"; SEQ ID NO: 59) se fusionaron con un dominio de unién a ADN de GAL4
("Gal4DNABD" o "Gal4DBD"; SEQ ID NO: 47) y se situaron bajo el control de un promotor de SV40e (SEQ ID NO:
60). Los dominios EF del RXRa del ratén Mus musculus ("MmRXRo-EF"; SEQ ID NO: 9) se fusionaron con el
dominio de transactivacion de VP16 ("VP16AD"; SEQ ID NO: 51) y se situaron bajo el control de un promotor de
SV40e (SEQ ID NO: 60). Cinco sitios de unién de elementos de respuesta de GAL4 ("5XGAL4RE"; que comprenden
5 copias de un GAL4RE que comprende la SEQ ID NO: 55) se fusionaron con un promotor minimo de E1b (SEQ ID
NO: 61) y se situaron corriente arriba del gen de la luciferasa (SEQ ID NO: 62).

1.2 Gal4CfEcR-CDEF/VP16LmUSP-EF: Esta construccion se prepar6é de la misma manera que el interruptor 1.1
anterior, excepto porque MmRXRa-EF se reemplaz6 con los dominios EF de la proteina ultraespiraculo de Locusta
migratoria ("LmUSP-EF"; SEQ ID NO: 21).

1.3 Gal4CfEcR-CDEF/VP16MmRXRa (1-7)-LmUSP(8-12)-EF: Esta construccién se prepard de la misma manera
que el interruptor 1.1 anterior, excepto porque MmRXRa-EF se reemplazé con las hélices 1 a 7 de MmRXRa-EF y
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las hélices 8 a 12 de LmUSP-EF (SEQ ID NO: 45).

1.4 Gal4CfEcR-CDBF/VP16MmRXRa. (1-7)-LmUSP(8-12)-EF-MmRXRa-F: Esta construccién se preparé de la
misma manera que el interruptor 1.1 anterior, excepto porque MMRXRa-EF se reemplazé con las hélices 1 a 7 de
MmRXRa-EF y las hélices 8 a 12 de LmUSP-EF (SEQ ID NO: 45) y en la que los ultimos 18 nucleétidos C-
terminales de la SEQ ID NO: 45 (dominio F) se reemplazaron con el dominio F de MmRXRa ("MmRXRoa-F", SEQ ID
NO: 63).

1.5 Gal4CfEcR-CDEFATP16MmRXRa (1-12)-EF-LmUSP-F: Esta construcciéon se preparé de la misma manera que
el interruptor 1.1 anterior, excepto porque MmRXRa-EF se reemplazé con las hélices 1 a 12 de MmRXRo-EF (SEQ
ID NO: 9) y en la que los ultimos 18 nucleédtidos C-terminales de la SEQ ID NO: 9 (dominio F) se reemplazaron con
el dominio F de LmUSP ("LmUSP-F", SEQ ID NO: 64).

1.6 Gal4CfEcR-CDEF/VP16LmUSP(1-12)EF-MmRXRa-F: Esta construccién se prepar6 de la misma manera que el
interruptor 1.1 anterior, excepto porque MmRXRo-EF se reemplazé con las hélices 1 a 12 de LmUSP-EF (SEQ ID
NO: 21) y en la que los Ultimos 18 nucleétidos C-terminales de la SEQ ID NO: 21 (dominio F) se reemplazaron con el
dominio F de MmRXRa ("MmRXRa-F", SEQ ID NO: 63).

1.7 GAL4CfEcR-DEF/VP16CfUSP-EF: Los dominios D, E y F del EcR del gusano de las yemas de la picea
Choristoneura fumiferana ("CfEcR-DEF"; SEQ ID NO: 65) se fusionaron con un dominio de unién a ADN de GAL4
("Gal4DNABD" o "Gal4DBD"; SEQ ID NO: 47) y se situaron bajo el control de un promotor de SV40e (SEQ ID NO:
60). Los dominios EF de la USP de C. fumiferana ("CfUSP-EF"; SEQ ID NO: 66) se fusionaron con el dominio de
transactivacion de VP16 ("VP16AD"; SEQ ID NO: 51) y se situaron bajo el control de un promotor de SV40e (SEQ ID
NO: 60). Cinco sitios de unién de elementos de respuesta de GAL4 ("5XGAL4RE"; que comprenden 5 copias de un
GAL4RE que comprende la SEQ ID NO: 55) se fusionaron con un promotor minimo de E1b (SEQ ID NO: 61) y se
situaron corriente arriba del gen de la luciferasa (SEQ ID NO: 62).

1.8 GAL4CfECR-DEF/VP16DmUSP-EF: Esta construccion se preparé de la misma manera que el interruptor 1.7
anterior, excepto porque CfUSP-EF se reemplazé con los dominios EF correspondientes de la USP de la mosca de
la fruta Drosophila melanogaster ("DmUSP-EF", SEQ ID NO: 75).

1.9 Gal4CfEcR-DEF/VP16LmUSP-EF: Esta construccion se preparé de la misma manera que el interruptor 1.7
anterior, excepto porque CfUSP-EF se reemplaz6 con los dominios EF de la USP de Locusta migratoria ("LmUSP-
EF"; SEQ ID NO: 21).

1.10 GAL4CfEcR-DEF/VP16MmRXRa-EF: Esta construccién se preparé de la misma manera que el interruptor 1.7
anterior, excepto porque CfUSP-EF se reemplazé con los dominios EF de MmRXRa de M. musculus ("MmRXRo-
EF", SEQ ID NO: 9).

1.11 GAL4CfEcR-DEF/VP16AmaRXR1-EF: Esta construccion se prepard de la misma manera que el interruptor 1.7
anterior, excepto porque CfUSP-EF se reemplazd con los dominios EF del homologo 1 de RXR de la garrapata
Amblyomma americanum ("AmaRXR1-EF", SEQ ID NO: 22).

1.12 GAL4CfEcR-DEF/VP16AmaRXR2-EF: Esta construccion se prepar6 de la misma manera que el interruptor 1.7
anterior, excepto porque CfUSP-EF se reemplazé con los dominios EF del homélogo 2 de RXR de la garrapata A.
americanum ("AmaRXR2-EF", SEQ ID NO: 23).

1.13 Gal4CfEcR-DEF/VP16MmRXRa (1-7)-LmUSP(8-12)-EF ("aquimera n.? 7"): Esta construccién se preparoé de la
misma manera que el interruptor 1.1 anterior, excepto porque CfUSP-EF se reemplaz6 con las hélices 1 a 7 de
MmRXRa-EF y las hélices 8 a 12 de LmUSP-EF (SEQ ID NO 45).

1.14 GAL4DmECR-DEF/VP16CfUSP-EF: Los dominios D, E y F del EcR de la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster ("DmEcR-DEF"; SEQ ID NO: 67) se fusionaron con un dominio de unién a ADN de GAL4
("Gal4DNABD" o "Gal4DBD"; SEQ ID NO: 47) y se situaron bajo el control de un promotor de SV40e (SEQ ID NO:
60). Los dominios EF de la USP de C. fumiferana ("CfUSP-EF"; SEQ ID NO: 66) se fusionaron con el dominio de
transactivacién de VP16 ("VP16AD"; SEQ ID NO: 51) y se situaron bajo el control de un promotor de SV40e (SEQ ID
NO: 60). Cinco sitios de unién de elementos de respuesta de GAL4 ("5XGAL4RE"; que comprenden 5 copias de un
GAL4RE que comprende la SEQ ID NO: 55) se fusionaron con un promotor minimo de E1b (SEQ ID NO: 61) y se
situaron corriente arriba del gen de la luciferasa (SEQ ID NO: 62).

1.15 GAL4DmECR-DEF/VP16DmUSP-EF: Esta construccién se prepar6 de la misma manera que el interruptor 1.14
anterior, excepto porque CfUSP-EF se reemplazé con los dominios EF correspondientes de la USP de la mosca de
la fruta Drosophila melanogaster ("DmUSP-EF", SEQ ID NO: 75).

1.16 Gal4DmEcR-DEF/VP16LmUSP-EF: Esta construccién se prepard de la misma manera que el interruptor 1.14
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anterior, excepto porque CfUSP-EF se reemplaz6 con los dominios EF de la USP de Locusta migratoria ("LmUSP-
EF"; SEQ ID NO: 21).

1.17 GAL4DmEcCR-DEF/VP16MmRXRo-EF: Esta construccion se prepar6 de la misma manera que el interruptor
1.14 anterior, excepto porque CfUSP-EF se reemplaz6 con los dominios EF de MmRXRo de Mus musculus
("MmRXRa-EF", SEQ ID NO: 9).

1.18 GAL4DmECR-DEF/VP16AmaRXR1-EF: Esta construccién se prepar6é de la misma manera que el interruptor
1.14 anterior, excepto porque CflUSP-EF se reemplaz6 con los dominios EF del homélogo 1 de RXR de la garrapata
ixédida Amblyomma americanum ("AmaRXR1-EF", SEQ ID NO: 22).

1.19 GAL4DmECR-DEF/VP16AmaRXR2-EF: Esta construccion se prepard de la misma manera que el interruptor
1.14 anterior, excepto porque CfUSP-EF se reemplazé con los dominios EF del homélogo 2 de RXR de la garrapata
ixédida A. americanum ("AmaRXR2-EF", SEQ ID NO: 23).

1.20 Gal4DmEcR-DEF/VP16MmRXRa (1-7)-LmUSP(8-12)-EF: Esta construccion se preparé de la misma manera
que el interruptor 1.14 anterior, excepto porque CfUSP-EF se reemplazé con las hélices 1 a 7 de MmRXRa-EF y las
hélices 8 a 12 de LmUSP-EF (SEQ ID NO 45).

1.21 GAL4TmECR-DEF/VP16MmRXRa (1-7)-LmUSP(8-12)-EF: Esta construccion se prepard de la misma manera
que el interruptor 1.20 anterior, excepto porque DmEcCR-DEF se reemplazé con los dominios D, E y F
correspondientes del EcR del escarabajo Tenebrio molitor ("TmEcR-DEF", SEQ ID NO: 71), se fusion6 con un
dominio de unién a ADN de GAL4 ("Gal4DNABD" o "Gal4DBD"; SEQ ID NO: 47) y se situ6 bajo el control de un
promotor de SV40e (SEQ ID NO: 60). Dominios EF quiméricos que comprenden las hélices 1 a 7 de MmRXRao-EF y
las hélices 8 a 12 de LmUSP-EF (SEQ ID NO: 45) se fusionaron con el dominio de transactivacién de VP16
("VP16AD"; SEQ ID NO: 51) y se situaron bajo el control de un promotor de SV40e (SEQ ID NO: 60). Cinco sitios de
union de elementos de respuesta de GAL4 ("5XGAL4RE"; que comprenden 5 copias de un GAL4RE que comprende
la SEQ ID NO: 55) se fusionaron con un promotor minimo de E1b (SEQ ID NO: 61) y se situaron corriente arriba del
gen de la luciferasa (SEQ ID NO: 62).

1.22 Gal4dAmaEcR-DEF/VP16MmRXRa (1-7)-LmUSP(8-12)-EF: Esta construccion se prepar6é de la misma manera
que el interruptor 1.21 anterior, excepto porque TmEcR-DEF se reemplazé con los dominios DEF correspondientes
del EcR de la garrapata Amblyomma americanum ("AmaRXR1-EF", SEQ ID NO: 73).

1.23 GAL4CfBcR-CDEF/VP16HsRXRB-EF: Los dominios C, D, E y F del EcR del gusano de las yemas de la picea
Choristoneura fumiferana ("CfEcR-CDEF"; SEQ ID NO: 59) se fusionaron con un dominio de unién a ADN de GAL4
("Gal4DNABD" o "Gal4DBD"; SEQ ID NO: 47) y se situaron bajo el control de un promotor de SV40e (SEQ ID NO:
60). Los dominios EF del RXRp de ser humano Homo sapiens ("HsRXRB-EF"; SEQ ID NO: 13) se fusionaron con el
dominio de transactivacién de VP16 ("VP16AD"; SEQ ID NO: 51) y se situaron bajo el control de un promotor de
SV40e (SEQ ID NO: 60). Cinco sitios de unién de elementos de respuesta de GAL4 ("5XGAL4RE"; que comprenden
5 copias de un GAL4RE que comprende la SEQ ID NO: 55) se fusionaron con un promotor minimo de E1b (SEQ ID
NO: 61) y se situaron corriente arriba del gen de la luciferasa (SEQ ID NO: 62).

1.24 GAL4CfECcR-DEF/VP16HsRXRpB-EF: Esta construccion se prepard de la misma manera que el interruptor 1.23
anterior, excepto porque CfEcR-CDEF se reemplaz6 con los dominios DEF de EcR de C. fumiferana ("CfEcR-DEF",
SEQ ID NO: 65).

1.25 GAL4CfECR-DEF/VP16HsSRXRp (1-6)-LmUSP(7-12)-EF ("Bquimera n.? 6"): Esta construccion se prepar6 de la
misma manera que el interruptor 1.24 anterior, excepto porque HsRXRpB-EF se reemplazd con las hélices 1 a 6 de
HsRXRB-EF (nucledtidos 1-348 de la SEQ ID NO: 13) y las hélices 7 a 12 de LmUSP-EF (nucledtidos 268-630 de la
SEQ ID NO: 21).

1.26 GAL4CfECR-DEF/VP16HsSRXRp (1-7)-LmUSP(8-12)-EF ("Bquimera n.? 8"): Esta construccion se prepar6 de la
misma manera que el interruptor 1.24 anterior, excepto porque HsRXRpB-EF se reemplazd con las hélices 1 a 7 de
HsRXRB-EF (nuclettidos 1-408 de la SEQ ID NO: 13) y las hélices 8 a 12 de LmUSP-EF (nucledtidos 337-630 de la
SEQ ID NO: 21).

1.27 GAL4CfEcR-DEF/VP16HsRXRp (1-8)-LmUSP(9-12)-EF ("Bquimera n.? 9"): Esta construccion se prepar6 de la
misma manera que el interruptor 1.24 anterior, excepto porque HsRXRpB-EF se reemplazd con las hélices 1 a 8 de
HsRXRB-EF (nuclettidos 1-465 de la SEQ ID NO: 13) y las hélices 9 a 12 de LmUSP-EF (nucledtidos 403-630 de la
SEQ ID NO: 21).

1.28 GAL4CfECR-DEF/VP16HsSRXRp (1-9)-LmUSP(11-12)-EF ("Bquimera n.? 10"): Esta construccién se prepard de
la misma manera que el interruptor 1.24 anterior, excepto porque HsRXRB-EF se reemplazé con las hélices 1 a 9 de
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HsRXRB-EF (nucleétidos 1-555 de la SEQ ID NO: 13) y las hélices 10 a 12 de LmUSP-EF (nucleétidos 490-630 de
la SEQ ID NO: 21).

1.29 GAL4CfEcR-DEF/VP16HsRXRp (1-10)-LmUSP(11-12)-EF ("Bgquimera n.2 11"): Esta construccién se preparé de
la misma manera que el interruptor 1.24 anterior, excepto porque HsRXRB-EF se reemplazé con las hélices 1 a 10
de HsRXRB-EF (nucledtidos 1-624 de la SEQ ID NO: 13) y las hélices 11 a 12 de LmUSP-EF (nucleotidos 547-630
de la SEQ ID NO: 21).

1.30 GAL4DmECR-DEF/VP16HsRXRp (1-6)-LmUSP(7-12)-EF ("Bquimera n.? 6"): Esta construccion se preparé de la
misma manera que el interruptor 1.25 anterior, excepto porque CfEcR-DEF se reemplazé con DmEcR-DEF (SEQ ID
NO: 67).

1.31 GAL4DmEcR-DEF/VP16HsRXRp (1-7)-LmUSP(8-12)-EF ("Bquimera n.? 8"): Esta construccion se prepar6 de la
misma manera que el interruptor 1.26 anterior, excepto porque CfEcR-DEF se reemplazé con DmEcR-DEF (SEQ ID
NO:67).

1.32 GAL4DmECR-DEF/VP16HsRXRp (1-8)-LmUSP(9-12)-EF ("Bquimera n.? 9"): Esta construccion se prepar6 de la
misma manera que el interruptor 1.27 anterior, excepto porque CfEcR-DEF se reemplazé con DmEcR-DEF (SEQ ID
NO:67).

1.33 GAL4DmECR-DEF/VP16HsRXRp (1-9)-LmUSP(10-12)-EF ("Bquimera n.? 10"): Esta construccion se prepar6 de
la misma manera que el interruptor 1.28 anterior, CfEcCR-DEF se reemplaz6 con DmEcR-DEF (SEQ ID NO: 67).

1.34 GAL4DmECR-DEF/VP16HsRXRp (1-10)-LmUSP(11-12)-EF ("Bquimera n.? 11"): Esta construccion se prepard
de la misma manera que el interruptor 1,29 anterior, excepto porque CfECR-DEF se reemplazé con DmEcR-DEF
(SEQ ID NO: 67).

Ejemplo 2

Recientemente, los solicitantes han realizado el sorprendente descubrimiento de que los RXR de invertebrado y sus
homoélogos de RXR que no son ni de diptero ni de lepidoptero pueden funcionar de forma similar a o mejor que los
RXR de vertebrado en un sistema inducible de modulacion de la expresion génica basado en receptores de ecdisona
en células tanto de levadura como de mamifero (en la solicitud de EE. UU. provisional con numero de serie
60/294.814). De hecho, los solicitantes han demostrado que LmUSP es un comparero mejor para CfEcR que el
RXR de ratén en células de mamifero. Aun asi, para la mayoria de las aplicaciones de sistemas de expresion
génica, en particular los destinados a células de mamifero, es deseable tener un RXR de vertebrado como
companero. Para identificar una region minima de LmUSP necesaria para esta mejora, los solicitantes han
construido y analizado quimeras de RXR de vertebrado/RXR de invertebrado (denominadas indistintamente en el
presente documento "RXR quiméricos" o "quimeras de RXR") en un sistema inducible de modulacién de la expresién
génica basado en EcR. Brevemente, se estudiaron el potencial de induccién génica (magnitud de la induccién) y la
especificidad y sensibilidad a ligando usando un ligando no esteroideo en una induccion dependiente de dosis de la
expresion del gen indicador en las células NIH3T3 y las células A549 transfectadas.

En el primer conjunto de quimeras de RXR, las hélices 8 a 12 de MmRXRa-EF se reemplazaron con las hélices 8 a
12 de LmUSP-EF (interruptor 1.3 como se prepard en el ejemplo 1). Se tomaron tres clones independientes
(quimeras de RXR Q n.2 1, Qn.2 2y Q n.2 3 en las figuras 1-3) y se compararon con los interruptores originales
MmRXRa-EF y LmUSP-EF (interruptores 1.1 y 1.2, respectivamente, como se prepararon en el ejemplo 1). La
quimera de RXR y los ADN originales se transfectaron en células NTH3T3 de ratén junto con Gal4/CfEcR-CDEF y el
plasmido indicador pFRLuc. Las células transfectadas se hicieron crecer en presencia de 0, 0,2, 1, 5y 10 uM de
ligando no esteroideo N-(2-etil-3-metoxibenzoil)-N'-(3,5-dimetilbenzoil)-N'-terc-butilhidrazina (ligando GS-E™). Las
células se recogieron 48 horas después del tratamiento y se sometié a ensayo la actividad indicadora. Los nimeros
de la parte superior de las barras corresponden a la multiplicacion maxima de la activacién/induccion para ese
tratamiento.

Transfecciones: Se transfectaron ADN correspondientes a las diversas construcciones de interruptores descritas en
el ejemplo 1, especificamente los interruptores del 1.1 al 1.6, en células NIH3T3 de ratén (ATCC) y células A549
humanas (ATCC) como sigue. Las células se recogieron cuando alcanzaron el 50 % de confluencia y se plaquearon
en placas de 6, 12 0 24 pocillos a 125.000, 50.000 o 25.000 células, respectivamente, en 2,5, 1,0 0 0,5 ml de medio
de crecimiento que contenia suero fetal bovino al 10 % (FBS), respectivamente. Las células NIH3T3 se hicieron
crecer en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM,; LifeTechnologies) y las células A549 se hicieron crecer en
mezcla de nutrientes F12K (LifeTechnologies). Al dia siguiente, se aclararon las células con medio de crecimiento y
se transfectaron durante cuatro horas. Se descubri6é que Superfect™ (Qiagen Inc.) era el mejor reactivo de
transfeccion para células 3T3 y para células A549. Para placas de 12 pocillos, se mezclaron 4 ul de Superfect™ con
100 ul de medio de crecimiento. Se afiadieron a la mezcla de transfecciéon 1,0 ug de la construccién indicadora y
0,25 ng de cada construcciéon de receptor del par de receptores que se queria analizar. Se afadié una segunda
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construccion indicadora [pTKRL (Promega), 0,1 ug/mezcla de transfeccion] que comprendia un gen de luciferasa de
Renilla enlazado de forma funcional y situado bajo el control de un promotor constitutivo de timidina cinasa (TK) y se
us6 para la normalizacion. Los contenidos de la mezcla de transfeccion se mezclaron en un mezclador de vértex y
se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 30 min. Al final de la incubacion, se afnadi6 la mezcla de
transfeccion a las células mantenidas en 400 pl de medio de crecimiento. Las células se mantuvieron a 37 °C y con
CO: al 5% durante cuatro horas. Al final de la incubacién, se afadieron 500 ul de medio de crecimiento que
contenia FBS al 20 % vy, o bien dimetilsulféxido (DMSQO; control) o una solucién de DMSO de 0,2, 1, 5, 10 y 50 uM de
ligando no esteroideo N-(2-etil-3-metoxibenzoil)N'-(3,5-dimetilbenzoil)-N'-terc-butilhidrazina, y las células se
mantuvieron a 37 °C y con CO: al 5% durante 48 horas. Se recogieron las células y se sometié a ensayo la
actividad indicadora. Para las placas de 6 y 24 pocillos se siguié el mismo procedimiento, excepto porque todos los
reactivos se duplicaron para las placas de 6 pocillos y se redujeron a la mitad para las placas de 24 pocillos.

Ligando: El ligando no esteroideo N-(2-etil-3-metoxibenzoil)-N'-(3,5-dimetilbenzoil)-N'-t-butilhidrazina (ligando no
esteroideo GS™-E) es un ligando ecdiesteroide sintético estable sintetizado en Rohm and Haas Company. Los
ligandos se disolvieron en DMSO y la concentracion final de DMSO se mantuvo al 0,1 % tanto en los controles como
en los tratamientos.

Ensayos indicadores: Las células se recogieron 48 horas después de afnadir los ligandos. Se afadieron 125, 250 o
500 ul de tampén de lisis pasiva (parte del sistema de ensayo indicador Dual-luciferase™ de Promega Corporation)
a cada pocillo de placas de 24 0 12 o 6 pocillos, respectivamente. Las placas se dispusieron en un agitador rotatorio
durante 15 minutos. Se sometieron a ensayo veinte ul de lisado. La actividad luciferasa se midié usando el sistema
de ensayo indicador Dual-luciferase™ de Promega Corporation siguiendo las instrucciones del fabricante. La B-
galactosidasa se midié usando el kit de ensayo Galacto-Star™ de TROPK siguiendo las instrucciones del fabricante.
Todas las actividades luciferasa y B-galactosidasa se normalizaron usando la luciferasa de Renilla como estandar.
Se calculd la multiplicaciéon de las actividades dividiendo las unidades luminicas relativas ("RLU") normalizadas en
células tratadas con ligando con RLU normalizadas en células tratadas con DMSO (control no tratado).

Resultados: Sorprendentemente, los tres clones independientes de las quimeras de RXR probadas (interruptor 1.3)
fueron mejores que cualquiera de los interruptores basados en los originales, MMRXRa-EF (interruptor 1.1) y
LmUSP-EF (interruptor 1.2), véase la figura 1. En particular, el RXR quimérico demostré un aumento de la
sensibilidad a ligando y un aumento de la magnitud de la induccién. Por tanto, los solicitantes han realizado el
sorprendente descubrimiento de que se puede usar un dominio de unién a ligando de RXR quimérico en lugar de un
RXR de vertebrado o un RXR de invertebrado en un sistema inducible de modulacién de la expresion génica basado
en EcR. Este sistema de expresion génica basado en EcR/RXR quiméricos novedoso proporciona un sistema
mejorado caracterizado por un aumento tanto de la sensibilidad a ligando como de la magnitud de la induccion.

Los dos mejores clones de quimeras de RXR del interruptor 1.3 ("Q n.2 1"y "Q n.% 2" de la figura 2) se compararon
con los interruptores basados en los originales 1.1 y 1.2 es un experimento repetido ("Quim-1" y "Quim-2" en la
figura 2, respectivamente). En este experimento, el interruptor basado en RXR quimérico fue de nuevo mas sensible
a ligando no esteroideo que cualquiera de los interruptores basados en los originales (véase la figura 2). Sin
embargo, en este experimento, el interruptor basado en RXR quimérico fue mejor que el interruptor basado en RXR
(MmRXRo-EF) de vertebrado en cuanto a la magnitud de induccién, pero fue similar al interruptor de RXR (LmUSP-
EF) de invertebrado.

Los mismos interruptores basados en RXR quiméricos y en RXR originales también se estudiaron en un linea celular
de carcinoma de pulmoén humano A549 (ATCC) y se observaron resultados similares (figura 3).

Por tanto, los solicitantes han demostrado por primera vez que un dominio de unién a ligando de RXR quimérico
puede funcionar de forma eficaz en asociaciéon con un receptor de ecdisona en un sistema inducible de expresion
génica en células de mamifero. Sorprendentemente, el sistema inducible de expresién génica basado en EcR/RXR
quiméricos de la presente invencién es una mejora con respecto a los sistemas de modulaciéon de la expresion
génica basados tanto en EcR/RXR de vertebrado como en EcR/RXR de invertebrado, ya que se requiere menos
ligando para la transactivacién y se puede lograr un aumento de los niveles de transactivacion.

Basandose en el descubrimiento de los solicitantes descrito en el presente documento, un experto en la técnica
puede predecir que otro dominio de unidon a ligando de RXR quimérico que comprende al menos dos fragmentos
polipeptidicos de RXR de especies diferentes de un LBD de RXR de vertebrado, un LBD de RXR de invertebrado o
un LBD de homdlogo de RXR que no es de diptero ni de lepidoptero también funcionara en el sistema inducible de
expresion génica basado en ECR/RXR quiméricos de los solicitantes. Basandose en la invencién de los solicitantes,
los medios para preparar realizaciones adicionales de LBD de RXR quiméricos dentro del alcance de la presente
invencion se encuentran en la técnica y no es necesaria ninguna experimentacién indebida. De hecho, un experto en
la técnica puede clonar y secuenciar de forma rutinaria un polinucleétido que codifica un LBD de RXR de vertebrado
o invertebrado o de un homélogo de RXR, y basandose en analisis de homologia de secuencia similares a los
presentados en la figura 4, determinar el polinucleétido y los fragmentos polinucleotidicos correspondientes del LBD
del RXR de esa especie en particular que se engloban en el alcance de la presente invencion.
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Un experto en la técnica también puede predecir que el sistema inducible de expresion génica novedoso de los
solicitantes también funcionara para modular la expresién génica en células de levadura. Dado que los sistemas de
expresion génica basados de EcR/homoélogos de RXR de diptero/y homologos de RXR de lepiddptero funcionan de
forma constitutiva en células de levadura (datos no mostrados), de forma similar a como funcionan en células de
mamifero, y que los RXR de invertebrado que no son dipteros ni lepiddpteros funcionan de forma inducible en
asociacion con un EcR en células de mamifero, se predice que el sistema inducible de modulacién de la expresion
génica basado en EcR/RXR quiméricos funciona de forma inducible en células de levadura, de forma similar a como
funcionan en células de mamifero. Por tanto, el sistema inducible de expresién génica de ECR/RXR quiméricos de la
presente invencion es Util en aplicaciones en las que se desea la modulacién de los niveles de expresion génica en
células tanto de levadura como de mamifero. Ademas, también se contempla que la invencién de los solicitantes
funcione en otras células, incluidas, entre otras, células bacterianas, células fungicas y células animales.

Ejemplo 3

En el extremo C-terminal del LBD hay seis aminoacidos que son diferentes entre MmRXRa y LmUSP (véanse las
alineaciones de secuencia presentadas en la figura 4). Para comprobar si estos seis aminoacidos contribuyen a las
diferencias observadas entre las capacidades de transactivacion de MmRXRo y LmUSP, los solicitantes
construyeron quimeras de RXR en las que los seis aminoacidos C-terminales, denominados en el presente
documento dominio F, de un RXR original se sustituyeron por el dominio F del otro RXR original. Se construyeron
interruptores génicos que comprendian LmUSP-EF fusionado con MmRXRa-F (VP16/LmUSP-EF-MmRXRa-F,
interruptor 1.6), MmRXRa-EF fusionado con LmUSP-F (VP16/MmRXRaEF-LmUSP-F, interruptor 1.5) y MmRXRo-
EF(1-7)-LmUSP-EF(8-12) fusionado con MmRXRo-F (Quimera/RXR-F, interruptor 1.4) como se describe en el
ejemplo 1. Estas construcciones se transfectaron en células NIH3T3 y se someti6 a ensayo el potencial de
transactivacién en presencia de 0, 0,2, 1 y 10 uM de ligando no esteroideo N-(2-etil-3-metoxibenzoil)N'-(3,5-
dimetilbenzoil)-N'-terc-butilhidrazina. Las quimeras de dominio F (interruptores 1.4-1.6) se compararon con el LBD de
RXR quimérico MmRXRo-EF(1-7)-LmUSP-EF(8-12) del interruptor génico 1.3. Se usé el plasmido pFRLUC
(Stratagene) que codifica un polipéptido de luciferasa como construccion de gen indicador y se usé pTKRL
(Promega) que codifica un polipéptido de luciferasa de Renilla bajo el control del promotor constitutivo TK para
normalizar las transfecciones como se describe anteriormente. Se recogieron las células, se lisaron y se midio la
actividad indicadora luciferasa en los lisados celulares. Se presentan las unidades luminicas relativas de luciferasa
de mosca totales. El nimero de la parte superior de cada barra es la multiplicacion maxima de la induccion para ese
tratamiento. El andlisis se realizé por triplicado y se determinaron los recuentos medios de luciferasa [unidades
luminicas relativas (RLU) totales] como se describe anteriormente.

Como se muestra en la figura 5, los seis aminoacidos del extremo C-terminal del LBD (dominio F) no parecen
contribuir a las diferencias observadas entre las capacidades de transactivacion de RXR de vertebrado y RXR de
invertebrado, lo que indica que lo mas probable es que las hélices 8-12 del dominio EF sean responsables de estas
diferencias entre RXR de vertebrado e invertebrado.

Ejemplo 4

Este ejemplo describe la construccion de cuatro interruptores génicos basados en EcR-DEF que comprenden los
dominio DEF de Choristoneura fumiferana (lepidéptero), Drosophila melanogaster (diptero), Tenebrio molitor
(coleodptero) y Amblyomma americanum (ix6dido) fusionados a un dominio de unién a ADN de GAL4. Ademas, los
dominios EF de RXR de vertebrado, RXR de invertebrado o USP de invertebrado de USP de Choristoneura
fumiferana, USP de Drosophila melanogaster, USP de Locusta migratoria (ortéptero), RXRa. de Mus musculus
(vertebrado), una quimera entre MmRXRo y LmUSP (Quimera; del interruptor 1.13), homélogo 1 de RXR de
Amblyomma americanum (ix6dido), homélogo 2 de RXR de Amblyomma americanum (ixédido) se fusionaron con un
dominio de activacion VP16. Las combinaciones de receptores se compararon en cuanto a su capacidad para
transactivar el plasmido indicador pFRLuc en células NIH3T3 de ratén en presencia de 0, 0,2, 1 o 10 uM de ligando
esteroideo PonA (Sigma Chemical Company) o 0, 0,04, 0,2, 1 o 10 puM de ligando no esteroideo N-(2-etil-3-
metoxibenzoil)N'-(3,5-dimetilbenzoil)-N'-terc-butilhidrazina como se describe anteriormente. Se recogieron las
células, se lisaron y se midi6 la actividad indicadora luciferasa en los lisados celulares. Se presentan las unidades
luminicas relativas de luciferasa de mosca totales. El nimero de la parte superior de cada barra es la multiplicacion
maxima de la induccion para ese tratamiento. El analisis se realizo por triplicado y se determinaron los recuentos
medios de luciferasa [unidades luminicas relativas (RLU) totales] como se describe anteriormente.

Las figuras 6-8 muestran los resultados de estos analisis. La quimera de MmRXR-LmUSP fue el mejor compafiero
para CfEcR (induccion de 11.000 veces, figura 6), DmECcR (induccién de 1759 veces, figura 7). Para todos los demas
EcR probados, la quimera de RXR produjo mayores niveles de fondo en ausencia de ligando (véase la figura 8). El
interruptor basado en CfECR/RXR quimérico (interruptor 1.13) fue mas sensible a no esteroide que a PonA, mientras
que el interruptor basado en DmEcCR/RXR quimérico (interruptor 1.20) fue mas sensible a PonA que a no esteroide.
Dado que estos dos formatos de interruptor producen niveles de induccién decentes y muestran sensibilidad
diferencial a esteroides y no esteroides, se pueden aprovechar para aplicaciones en las que se desean interruptores

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2392508 T3

de dos o0 mas genes.

Excepto por CfECR, todos los demas EcR probados en asociacién con el RXR quimérico son mas sensibles a
esteroides que a no esteroides. El interruptor basado en TmEcR/RXR quimérico (interruptor 1.21; figura 8) es mas
sensible a PonA y menos sensible a no esteroide y funciona mejor asociado con MmRXRa, AmaRXR1 o AmaRXR2.
El interruptor basado en AmaEcR/RXR quimérico (interruptor 1.22; figura 8) también es mas sensible a PonA y
menos sensible a no esteroide y funciona mejor asociado con un casete de expresion génica basado en LmUSP,
MmRXR, AmaRXR1 o AmaRXR2. Por tanto, parece que los interruptores génicos basado en TmEcR/ vy
AmaEcR/RXR quimérico forman un grupo de receptores de ecdisona que es diferente del grupo de interruptores
génicos basados en EcR de lepidoptero y diptero/RXR quimérico (CfEcR/RXR quimérico y DmEcR/RXR quimérico,
respectivamente). Como se indica anteriormente, las diferentes sensibilidades a ligando de los interruptores génicos
basados en EcR/RXR quiméricos de los solicitantes son ventajosos para su uso en aplicaciones en las que se
desean interruptores de dos 0 més genes.

Ejemplo 5

Este ejemplo describe el analisis adicional de los solicitantes de casetes de expresidn génica que codifican diversos
polipéptidos de RXR quiméricos que comprenden un fragmento polipeptidico de isoforma RXRa de ratén o un
fragmento polipeptidico de isoforma RXRB humana y un fragmento polipeptidico de LmUSP en células NIH3T3 de
ratén. Estas quimeras de RXR se construyeron en un esfuerzo para identificar la hélice o hélices del dominio EF que
contribuyen a las diferencias de transactivacién observadas entre RXR de vertebrado e invertebrado. Brevemente,
se construyeron cinco casetes de expresién génica diferentes que codifican un dominio de unién a ligando de RXR
quimérico como se describe en el ejemplo 1. Los cinco dominios de unién a ligando de RXR quimérico codificados
por estos casetes de expresion génica y los correspondientes fragmentos de RXR de vertebrado y de RXR de
invertebrado que comprenden se representan en la tabla 1.

Tabla 1 RXR quiméricos de dominio EF de HsRXRB/LmUSP

Nombre de la quimera | Fragmento(s) polipeptidico(s) de HsRXRB-EF | Fragmento(s) polipeptidico(s) de LmUSP-EF
B Quimera n.® 6 Hélices 1-6 Hélices 7-12
B Quimeran.® 8 Hélices 1-7 Hélices 8-12
B Quimeran.?9 Hélices 1-8 Hélices 9-12
B Quimeran.2 10 Hélices 1-9 Hélices 10-12
B Quimeran.® 11 Hélices 1-10 Hélices 11-12

Se transfectaron tres clones individuales de cada LBD de RXR quimérico de la tabla 1 en células NIH3T3 de ratén
junto con GAL4CfECR-DEF (interruptores 1.25-1.29 del ejemplo 1; figuras 9 y 10) o GAL4DmECcCR-DEF (interruptores
1.30-1.34 del ejemplo 1; figura 11) y el plasmido indicador pFRLuc como se describe anteriormente. Las células
transfectadas se cultivaron en presencia de a) 0, 0,2,1 o 10 uM de ligando no esteroideo (figura 9) o b) 0, 0,2, 1 0 10
uM de ligando esteroide PonA 0 0, 0,4, 0,2, 1 o 10 uM de ligando no esteroide (figuras 10 y 11) durante 48 horas. Se
midio6 la actividad del gen indicador y se muestran la RLU totales. El niUmero de la parte superior de cada barra es la
multiplicacién maxima de la induccién para ese tratamiento y es la media de tres repeticiones.

Como se muestra en la figura 9, los mejores resultados se obtuvieron cuando se usé un dominio de unién a ligando
de RXR quimérico HsRXRBH1-8 y LmUSP H9-12 (del interruptor 1.27), lo que indica que la hélice 9 de LmUSP
puede ser responsable de la sensibilidad y la magnitud de la induccion.

Usando CfEcR como compariero, la quimera 9 demostrd la induccién maxima (véase la figura 10). Las quimeras 6 y
8 también produjeron una buena induccién y menor fondo, como consecuencia la multiplicacion de la induccién fue
mayor para estar dos quimeras en comparacion con la quimera 9. Las quimeras 10 y 11 produjeron niveles menores
de actividad indicadora.

Usando DmEcR como compariero, la quimera 8 produjo la actividad indicadora (véase la figura 11). La quimera 9
también tuvo un buen rendimiento, mientras que las quimeras 6, 10 y 11 demostraron niveles menores de actividad
indicadora.

La seleccién de un dominio de unién a ligando de RXR quimérico en particular también puede influir en el
rendimiento del EcCR en respuesta a un ligando en particular. Especificamente, CfEcCR en combinacién con la

quimera 11 respondioé bien a no esteroide, pero no a PonA (véase la figura 10). Por el contrario, DmEcCR en
combinacién con la quimera 11 respondi6 bien a PonA, pero no a no esteroide (véase la figura 11).

Ejemplo 6
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Este ejemplo demuestra el efecto de la introduccion de un segundo ligando en la célula huésped que comprende un
sistema inducible de modulacién de la expresion génica basado en EcR/RXR quiméricos de la invencién. En
particular, los solicitantes han determinado el efecto del acido 9-cis-retinoico sobre el potencial de transactivacion del
interruptor génico GAL4CfEcR-DEF/VP16HsRXRp-(1-8)-LmUSP-(9-12)-EF (Bquimera 9; interruptor 1.27) junto con
pFRLuc en células NIH 3T3 en presencia de no esteroide (GSE) durante 48 horas.

Brevemente, se transfectaron GAL4CfEcR-DEF, pFRLuc y VP16HsRXRp-(1-8)-LmUSP-(9-12)-EF (quimera n.? 9) en
células NIH3T3 y las células transfectadas se trataron con 0, 0,04, 0,2, 1, 5y 25 uM de ligando no esteroideo (GSE)
y 0, 1, 5y 25 uM de acido 9-cis-retinoico (Sigma Chemical Company). La actividad indicadora se midié 48 horas
después de anadir los ligandos.

Como se muestra en la figura 12, la presencia de acido retinoico aumenté la sensibilidad del CfEcR-DEF a ligando
no esteroideo. A una concentracién de ligando no esteroideo de 0,04 uM, hay muy poca induccién en ausencia de
acido 9-cis-retinoico, pero cuando se afiade acido 9-cis-retinoico 1 uM ademas del no esteroide 0,04 uM, la
induccion aumenta enormemente.
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Palli, Subba R.
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receptores de ecdisona novedoso
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<400> 1
taccaggacg ggtacgagca gccttctgat gaagatttga agaggattac gcagacgtgg 60
cagcaagcegyg acgatgaaaa cgaagagtcet gacactcect tecgecagat cacagagatg 120
actatcctea cggtecaact tategtggag ttegcgaagy gattgccagg gttcogecaag 180
atctegeage ctgatcaaat tacgetgett aaggcttget caagtgaggt aatgatgctce 240
cgagtcgege gacgatacga tgeggectea gacagtgtte tgttcgcgaa caaccaageg 300
tacactcgcg acaactaccg caaggctggce atggectaceg tcecatcgagga totactgcac 360
ttctgececggt geatgtacte tatggegtitg gacaacatcec attacgeogect getcacgget 420
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gtcgteatet

cggtactacc

tttectgaccey

tgaatacgcet

tcgtocegtea tatacggceaa
caaaactcea
gaggagatct

cccacgaate

<210>2

<211> 1338

<212> ADN

tctag

<213> Drosophila melanogaster

<400> 2

tatgagcage
agccaaacqg
attgttgagt
acgttactaa
cacagctegy
atggceggaa
atgaaggtgg
ccgggecetgg
cgcatttata
ctgctectega
tcactaaage
gccatceoge
gagcgggetg
gactctgect
cagccccaac
caacctcage
cagacgcaac
gtgceccgect

atgggcggaa

catctgaaga
acgteagctt
ttgctaaagg
aggcctgete
actcaatatt
tggctgataa
acaacgtecga
agaaggccca
tactecaaceg
tcctcaccga
tcaaaaaccg
catcggtcea
agcegtatgeg
ccacttcgge
ccteccteocct
taccacctca
tccagceaca
cegtaaccge

gtgcggecat

acatgtgeat

gggatgtgge
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gecagggttg
ccgecatetat

gatcctctea

cteoctcaag

ggacatgtcg

ggatctcagg
teggeatata
tctaccagey
gtcggaggtg
cttegegaat
cattgaagac
atacgcegett
actagtcgaa
ccactgegge
gctgcgtacyg
caaactgecec
gtegcacctt
ggcateggtt
ggcggcagcce
gacccagaac
getgcaaggt
gattcaaceca
acctggttce

aggacccate

gageagceege aactggtgga
atcctgaacc agcoctgagcegg

atecetetetyg agoctacgeac

cacaceccaac cgocgectat

cgtataatga

accgagataa

tttacaaaga
atgatgctgce
aatagatcat
ctgctgcatt
ctcactgcca
gcgatcraga
gactcaatga
ctgggcaacce
aagttectcg
cagattacec
gggggegeca
geggeccage
gattececage
caactgcaac
cagccacage
ttgteegegy

acgccggcaa

40

cteoaagaaca gaaagctgece

gtcaaceocga

ccatactcac

tacceocagga
gtatggcacyg
atacgcggga
tctgeegcecca
ttgtgatett
gctactacat
geectogtott
agaacgeocega
aggagaktctg
aggaggagaa
ttacegecegg
atcagectca
accagacaca
ccocagetcca
toccttocegt
tcagtacgag

ccaccageag

agaaatccag
gtecggegegt
gctecggeaty
geckttecte

cctegagtec

tgagaacaag
ggtccagtty

ggaccagatc
acgctatgac
ttcttacaaa
aatgttcteg
ctcggaccgyg
cgacacgcta
ctacgcaaag
gatgtgtttc
ggacgttcat
cgagecgtete
cattgattgce
gcctcageoec
gccgcadgcta
accacagctt
ctocecgotece
cangaatac

tatcacggct

480

540

600 -

€60

720

735

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140



10

15

20

ES 2392508 T3

gcegttaccg ctagetecac cacatcageg gtaccgatgyg gcaacggagt tggagteggt

gttoggggtygy geggcaacgt cageatgtat geogaacgeoece agavggegat ggecttgatg

ggtgtagece tgcattcgeca ccaagageag cttatcgggg gagtggeggt taagtcoggag

cactcgacga

<210> 3
<211> 960

<212> ADN

ctgcatag

<213> Choristoneura fumiferana

<400> 3
cetgagtgeg
aaggagaagg
atgcagtgtg
ctetecgaca
cagcagttee
gaagatttga
gacactccct
ttcgegaagy
aaggcttgct
cacagtgtic
atggectacg
gacaacatcc
gagcagccge
atcctgaacce
atcctctety
ctcaagaaca
<210> 4

<211> 969

<212> ADN

tagtaccoga
acaaactgcc
aacctecacc
agctgttaga
ttatcgecag
agaggattac
tcegeccagat
gattgeccagy

caagtgaggt

tgttcgegaa
tcatecgagga

attacgcgcet

aactggtgga

agctgagegg
agctacgeac

gaaagctgce

<213> Drosophila melanogaster

<400> 4

gactcagtge
tgtcagecacg
tcctgaagea

gacaaaccgyg

gccatgaagc
acgacggtgg
gcaaggattc

cagaaaaaca

ggaaagagaa
acgaccacat
acgaagtggt

toceccagtt

gaaagcacagd
gccgeccatt
cccaaggttt

gacagccaac

gctcatctgg taccaggacg ggtacgagca gccttctgat

geagacgtgyg cagcaagcgg acgatgaaaa

cacagagaty
gttcgccaag
aatgatgcte
caaccaagey
tetactgeac
gctcacggct
agaaatecag
gtcggegegt
gcteoggeaty

gectttecte

actatecctca
atctegeage
cgagtegege
tacactcgcyg
ttectgeeggt
gtcgtcatect
cggtactace
tcgtcegica
caaaacteca

gaggagatct

41

cggteocaact
ctgatcaaat
gacgatacga
acaackaccg
gcatgtacte
tttectgaceg
tgaatacget
tatacggcaa

acatgtgcat

gggatgtggce

cgaagagtct
tatcgtggag
tacgetgett
tgcggectca
caaggctgge
tatggegtig
geccagggtty
cegeatetat
gatcctetea
cteecteaag

ggacatgteg

1200

1260

1320

1338

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B840

200

960
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cggccggaat
cagaaggaga
ttggcectetyg
gagcogeecae
gcgogeaata
taccaggatyg
gatgagaacyg
acggtccagt
gaggaccaga
cgacgctatg
gattcttaca
caaatgttet
ttctecagace
atcgacacgce
ttctacgcaa
gagatgtgtt
tgggacgtt
<210>5

<211> 244

<212> PRT

gcgtegtcoce
aggacaaaat
gtggcggeea
agcatgeccac
tacecttcett
gctatgagca
agagccaaac
tgattgttga
tcacgttact
accacagctce
aaatggcegg
cgatgaaggt
ggcegggect
tacgcattta
agctgectcete

tetecactaaa

<213> Choristoneura fumiferana

<400>5

Tyr Gln Asp

1

Thr Gln Thr

Pro Phe Arg
35

Val Glu Phe

50

5

20
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ggagaaccaa
gaccactteyg
agactttgtt
tattecgcecta
aacgtacaat
gccatctgaa
ggacgtcage
gtttgctaaa
aaaggcctye
ggactcaata
aatggetgat
ggacaacgte
ggagaaggcc
tatactcaac
gatcctcace

gctcaaaaac

Gly Tyr Glu Gln Pro

Trp Gln Gln 2Ala Asp

Gln Ile Thr Glu Met

40

Ala Lys Gly Leu Pro

55

tgtgcgatga
cecgagetete
aagaaggaga
ctacctgaty
cagttggecog
gaggatctca
ttteggeata
ggtctaccag
tegteggagy
ttcttcgega
aacattgaag
gaatacacge
caactagteg
cgocecactgceyg
gagctgegta

cgcaaactgc

Ser
10

Asp
25

Thr

Gly

42

Asp Glu Asp Leu

Glu Asn Glu Glu

Ile Leu Thr val

Phe Ala Lys Ile

ageggegega
agcatggegyg
ttettgaccet
aaatattgge
ttatatacaa
ggcgtataat
taaccgagat
cgtttacaaa
tgatgatgcet
ataatagatc
acctgetgea
ttectecactge
aagcgatcea
gocgacteaat
cgetgggeaa

ccaagttect

45

e0

aaagaaggcc
caatggcage
tatgacatge
caagtgtcaa
gttaatttgg
gagtcaaccc
aaccatacte
gataccecag
gegtatggea
atatacgecgg
tttetgeege
cattgtgatc
gagctactac
gagectcegte
ccagaacgcece

cgaggagatce

Lys Arg Ile

15

Ser Asp Thr
30

Gln Lieu Ile

Ser Gln Pro

&0

120

180

240

oo

360

420

480

540

600

BE0

720

780

B840

200

960

969
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Asp Gln Ile Thr Leu Leu Llys Ala Cys Sexr Ser Glu Val Met Met Leu
€5 70 75 80

Arg Val Ala Arg Arg Tyr Asp Ala Ala Ser Asp Ser Val Leu Phe Ala
BS 80 85

Asn Asn Gln Ala Tyy Thr Arg Asp Asn Tyr Arg Lys Ala @Gly Met Ala
100 105 110

Tyr Val Ile Glu Asp Leu Leu His Phe Cys Arg Cys Met Tyr Ser Met
115 120 125

Ala Eeu Asp Asn Ile His Tyr Ala Leu Leu Thr Ala Val Val Ile Phe
130 135 140

Ser Asp Arg Pro Gly Leu Glu Gln Pro Gln Leu Val Glu Glu Ile Gin
145 150 155 160

Axrg Tyr Tyr Leu Asn Thr Leu Arg Tle Tyr Ile Leu Asn Gln Leu Ser
165 170 175

Gly Ser Ala Arg Ser Ser Val Ile Tyr Gly Lys Ile Leu Ser Ile Leu
180 185 190

Ser Glu Leu Arg Thr Leu Gly Met Gln Asn Ser Asn Met Cys Ile Ser
195 200 205

Leu Lys Leu Lys Asn Arg Lys Leu Pro Pro Phe Leu Glu Glu Ile Trp

210 215 220

Asp Val Ala Asp Met Ser His Thr Glmn Pro Pro Pro Ile Leu Glu Ser
225 230 235 240

Pro Thr Asn Leu

<210>6

<211> 445

<212> PRT

<213> Drosophila melanogaster

<400> 6

43



Asp

Ile

Pro

Ala

65

His

Asp

His

Ala

Lys

145

Arg

Glu

Glu

Thr

Ala
50

Cys

Ser

Ser

Phe

Leu

130

Ala

Ile

Gln

Asn

Ile

35

Phe

Ser

Ser

Tyr

Cys

1i5

Leu

Gln

Tyx

Pro

Glu

20

Leu

Thr

Ser

2sp

Lys

100

Arg

Thr

Leu

Ile

Ser

Ser

Thr

Lys

Glu

Ser

85

Met

Gln

Ala

Vval

Leu
165

Glu

Gln

Val

Ile

Val

70

Ile

Ala

Met

Ile

Glu

150

Asn

Glu

Thr

Gln

Pro

55

Met

Phe

Gly

Fhe

Val

135

Ala

Arg
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Asp

Asp

Leun

40

Gln

Met¢

Phe

Met

Ser

120

Ile

Ile

His

Leu

val

25

Ile

Glu

Leu

Ala

Ala

105

Met

Phe

Gln

Cys

Arg

10

Ser

Val

Asp

Arg

Asn

20

Asp

Lys

Ser

Ser

Cly
170

44

Arg

Phe

Glu

Gln

Met

75

Asn

Asn

Val

Asp

Tyr

155

Asp

Ile

Arg

Phe

Ile

60

Ala

Arg

Ile

Asp

Arg

140

Tvyr

Ser

Met

His

Ala

45

Thr

Arg

Ser

Glu

Asn

125

Pro

Ile

Met

Ser

Ile

30

Lys

Leu

Arg

Tyr

Asp

11¢

Val

Gly

Asp

Ser

Gln

15

Thr

aly

Leu

Thr

95

Leu

Glu

Leu

Thr

Leu
175

Pro

Glu

Leu

Lys

Asp

80

Arg

Leu

Tyr

Glu

Leu

160

Val



Phe

Asn

Lien

Ser

225

Glu

Gly

Gln

Gln

Pro

305

Gln

val

Ala

Pro

Sex

385

Val

Tyr

Gln

Pro

210

val

Arg

Ilie

His

Asn

290

Pro

Thr

Ser

Val

Ile

370

Ser

Gly

Ala

Asn

195

Lys

Gln

Ala

Asp

Gln

275

Asp

Gln

Gln

Ala

Ser

355

Thr

Thr

Val

Lys

180

Ala

Phe

Ser

Glu

Cys

260

Pro

Ser

Leu

Leu

Pro

340

Thr

Pro

Thr

Gly

Leu

Glu

Leu

His

Arg

245

Asp

Gln

Gln

Gln

Gin

325

val

Ser

Ala

Ser

Gly
405

Leu

Met

Glu

Lieu

230

Met

Ser

Pro

His

Gly

310

Pro

Pro

Ser

Thr

Ala

390

Asn

Serx

Cys

Glu

215

Gln

Arg

Ala

Gln

Gln

285

Gln

Gln

Ala

Glu

Thr

375

Val

Val
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Tle

Phe

200

Ile

Ile

Ala

Ser

Fro

280

Thr

Leu

Ile

Ser

Tyr
360

Ser

Prxo

Ser

Leu
i8s

Ser

Trp

Thr

Ser

Thr

265

Gln

Gln

Gln

Gln

val

345

Met

Ser

Met

Met

Thr

Leun

Asp

Gin

Val

250

Ser

Pro

Pro

Pro

Pro

330

Thr

Gly

Ile

aly

Tyr
410

45

Glu

Lys

Val

Glu

235

Gly

Ala

Gin

Gln

Gln

315

Gln

Ala

Gly

Thr

Asn

395

Ala

Leu

Leu

His

220

Glu

Gly

Ala

Pro

Leu

300

Leu

Pro

Pro

Ser

Ala

380

Gly

Asn

Arg

Lye

205

Ala

Asn

Ala

Ala

Ser

285

Gln

Gln

Gln

Gly

Ala

365

Ala

Val

Ala

Thr
120
Asn
Ile
Glu
Ile
Ala
270
Ser
Pro
Pro
Leu
Ser
aso
Ala
val

Gly

Gln

Leu

Arg

Pro

Arg

Thr

255

Ala

Leu

Gln

Gln

Leu

338

Leu

Ile

Thr

Val

Thr
415

Gly

Lys

Pro

Leu

240

Ala

Ala

Thr

Leu

Leu

320

Pro

Ser

Gly

Ala

CGly

400

RAla
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Met Ala Leu Met Gly Val Ala Leu His Ser His Gln Glu Gln Leu Ile
420 425 430

Gly Gly Val Ala Val Lys Ser Glu His Ser Thr Thr ala
435 440 445

<210>7

<211> 320

<212> PRT

<213> Choristoneura fumiferana

<400>7

Pro Glu Cys Val Val Pro Glu Thr Gln Cys Ala Met Lys Arg Lys Glu
1 5 10 15

Lys Lys Ala Gln Lys Glu Lys Asp Lys Leu Pro Val Ser Thr Thr Thr
20 25 30

Val Asp Asp His Met Pro Pro Ile Met Gln Cys Glu Pro Pro Pro Pro
as 40 45

Glu Ala Ala Arg Ile His Glu Val Val Pro Arg Phe Leu Ser Asp lLys
50 55 60

Leu Leu Glu Thr Agn Arg Gln Lys Asn Ile Pro Gln Leu Thr Ala Asn
65 70 75 80

Gln Gln Phe Leu Ile Ala Arg Leu Ile Trp Tyr Gln Asp Gly Tyr Glu
as 90 25

Gln Pro Ser Asp Glu Asp Leu Lys Arg Ile Thr Glmn Thr Trp Gln Gln
100 105 110

Ala Asp Asp Glu Asn Glu Glu Ser Asp Thr Pro Phe Arg Gln Ile Thx
115 120 125

Glu Met Thr Ile Leu Thr Val Gln Leu Ile Val Glu Phe Ala Lys Gly
130 135 140

Leu Pro Gly Phe Ala Lys Ile Ser Gln Pro Asp Gln Ile Thr Leu Leu
145 150 155 160

Lys Ala Cys Ser Ser Glu Val Met Met Leu Arg Val Ala Arg Arg Tyr
165 170 175

Asp Ala Ala Ser Asp Sexr Val Leu Phe Ala Asn Asn Gln Ala Tyr Thr
180 185 190

46
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Arg Asp

Leu His
210

Tyr Ala
225

Glu Gln

Leu Arg

Val Ile

Gly Met
290

Lys Leu
305

<210>8
<211> 323

<212> PRT

Asn Tyr
195

Phe Cys

Leu Leu

Pro Gln

Ile Tyr

260

Tyr Gly
273

Gln Asn

Pro Pro

Arg Lys

Arg Cys

Thr Ala

230

Leu Val

245

Ile Leu

Lys Ile

Ser Asn

Phe Leu
310

<213> Drosophila melanogaster

<400> 8
Arg Pro
1

Glu Lys

Ser Gln

Phe Val
50

His Ala
65

Glu Cys

Lys Ala
20

His Gly
38

Lys Lyvs

Thr Ile

Val val

5

Gln Lys

Gly Asn

Glu Ile

Pro Leu
70

ala

Met

215

Val

Glu

Asn

Len

Met

295

Glu

Pro

Glu

Gly

Leu

55

Leu
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Gly

200

Val

Glu

Gln

Ser

280

Cys

Glu

Glu

Lys

Ser

40

Asp

Pro

Met

Ser

Ile

Ile

Leu

265

Ile

Tle

Jle

Asn

Asp

Leu

Leu

Asp

Ala

Metl

Phe

Gln

250

Ser

Leu

Ser

Trp

Gln

10

Lys

Ala

Met

Glu

47

Tyr

Ala

Serx

235

Arg

Gly

Ser

Leu

Asp
315

Cys

Met

Ser

Thr

Ile
75

Val Ile
205

Leu Asp
220

Asp Arg

Tyr Tyr

Ser Ala

Glu Leu
285

Lys Leu
300

val Ala

Ala Met

Thr Thr

Gly aly
45

Cys Glu
60

Leu Ala

Glu

aAsn

Pro

Leu

Arg

270

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

30

Gly

Pro

Lys

Asp

Ile

Gly

Asn

255

Sexr

Thx

Asn

Met

Arg

15

Pro

Gln

Pro

Cys

Leu

His

Leu

240

Thr

Ser

Leu

Ser
320

Arg

Ser

Asp

Gln

Gln
80



Ala

Lys

Leu

Vval

Ile

145

Glu

Len

Ala

Ala

Met

225

Phe

Gln

Cys

Leu

Ser

305

Trp

Arg

Leu

Arg

Ser

130

val

Asp

Arg

Asn

Asp

21¢

Lys

Sar

Ser

Gly

Thr

290

Lau

Asp

Asn

Ile

Arg

115

Phe

Glu

Gln

Met

Asn

195

Asn

Val

Asp

Bsp

275

Glu

Lys

Val

Ile

140

Ile

Arg

Phe

Ile

Ala

180

Arg

Ile

Asp

Arg

Tyr

260

Ser

Leu

Leu

Pro

85

Met

His

Thy

165

Arg

Ser

Glu

Asn

Pro

245

Ile

Met

Arg

Lys

Seyr

Gln

Ser

Ile

Lys

150

Leu

Arg

Asp

Val

230

Gly

Asp

Ser

Thr

Asn
310

Len

Asp

Gln

Thr

135

Gly

Leu

Tyr

Thr

Leu

215

Glu

Leu

Thr

Leu

Leeu

295

Arg
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Thr

Gly

Pro

120

Glu

Leu

Lys

Asp

Arg

200

Leu

Tyr

Glu

Leu

Val

280

Gly

Lys

Tyr

Tyr

105

Asp

Ile

Pro

Ala

His

185

Asp

His

Ala

Lys

Arg

265

Phe

Asn

Leu

Asn

90

Glu

Glu

Thr

Ala

Cys

170

Ser

Ser

Phe

Leu

Ala

250

Ile

Gln

Pro

48

Gln

Gln

Asn

Ile

Phe

155

Ser

Ser

Cys

Leu

235

Gln

Tyr

Ala

Asn

Lys
315

Leu

Pro

Glu

Leu

140

Thr

Ser

Asp

Liys

Arg

220

Thr

Leu

Ile

Lys

Alz

300

Phe

ala

Serxr

Ser

125

Thx

Lys

Glu

Ser

Met

205

Gln

Ala

val

Leu

Leu

285

Glu

Leu

Val

Glu

110

Gin

Val

Ile

val

Ile

190

Ala

Met

Ile

Glu

aAsn

270

Leu

Met

Glu

Ile

85

Glu

Thr

Gln

Pro

Met

175

Phe

Gly

Phe

val

Ala

255

Arg

Sex

Cys

Glu

Asp

Asp

Len

Gln

160

Met

Phe

Met

Ser

Ile

24¢

Ile

Hig

Ile

Phe

Tle
320



10

15

20

<210>9

<211>714

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400>9
gecaacgagy

actgagacat
accaacatet
etcccacact
aacgagetgce
ctggccaccg
tttgacaggg
gagctggget
cctgetgagg
cacaagtacc
cgttecateg

cccabtegaca
<210> 10

<211>720

<212> ADN

acatgcctgt
acgtggagge
gtcaagcagc
tttcktgagct
tgatcgecte
goccoctgcacgt
tgctaacaga
gectgecgage
tggaggcegtt
ctgageagee
ggctcaadatyg

ccttecteat

<213> Mus musculus

<400> 10
gcecectgagg
agtgaccaag
ccagtgacta
aagaggatec
ggctggaacyg
atcctoctagg
gccatetttg
aagacagagc

tccaaccety

agatgecetgt
gegttgaggg
acatctgccea
cgcacttcte
agctecctecat
ccacgggtcet
atcgggtget
ttggctgect

gagaggtgga

ES 2392508 T3

agagaagatt
aaacatgggg
agacaagcag
geoceoctagac
cttctcecac
acaccggaac
gctggtgtet
cattgtcety
gagggagaayg
gggcaggtit
cctggageac

ggagatgctyg

ggacaggate
tcctggggcec
ggcagctgac
ctecetaccet
tgegtecttce
tcatgtgcac
gacagagcta
gegggeaatc

gatccttegg

ctggaagecy
ctgaacccea
ctcttcactce
gaccaggteca
cgctecatag
agegctcaca
aagatgegtg
ttcaacecctg
gtgtatgegt
gecaagetge
ctgttetict

gaggcaceac

ctggaggcag
accgggagtg
aaacagetgt
ctggacgate
tceccatcagt
agaaactcag
gtgtccaaaa

atcatgttta

gagaaggtgt

49

agcttgetgt
gctcaccaaa
ttgtggagtyg
teocctgoctacy
ctgtgaaaga
gtgctggggt
acatgcagat
actctaaggg
cactagaage
tgetcecgect
teaagctcat

atcaagccac

agcttgetgt
gtggcageag
tcacactegt
aggtcatact
ccattgatgt
ceccatticege
tgegtgacat
ateccagacgce

acgcctcact

cgageccaayg
tgaccctgtt
ggccaagagg
ggcaggctgyg
tgggattete
gggcgecate
ggacaagacyg
gcteotcaaac
gtactgcaaa
gootgeacty

caggdgacacyg

ctag

ggagcagaag
cccaaatgac
tgagtgggca
getgegggea
ccgagatgge
aggcgtggga
gaggatggac
caagggecete

ggagacctat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

714

60
120
180
240
300
360
420
480

540



10

15

20

tgcaagcaga agtacoctga gcagcaggge cggtttgeca agetgetgtt acgtctteet

gccctoeget ccatcggect caagtgtctyg gageaccetgt tcttottcaa getcattgge

gacaccccca ttgacacctt cctecatggag atgcocttgagg ctccccacca gotagectga

<210> 11

<211> 705

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 11
agccacgaag
acagaatcct
taccatgetg
ttctecagate
cteoattgecet
ggecteocacyg
gtccttacag
tgcctacggg
gtggagactc
ccggaacage
ggcttgaaat

agottectea

<210> 12
<211> 850

<212> ADN

acatgecegt
acggtgacat
cagataagca
tecaccttgga
cctteoteoca
tgcacaggag
agttggtgtce
ccategtget
ttecgagagaa
caggcaggtt
gcectggaaca

tagagatgtt

<213> Homo sapiens

<400> 12

ES 2392508 T3

ggagaggatt
gaacgtggag
acttttecacc
ggaccaggtce
cegeteggtt
cagcgetcac
caagatgaaa
gtttaaccca
ggtttatgec
tgeocaagett
cctettette

ggagaccoea

ctagaagceg
aactcaacaa
ctcgttgagt
attctactcee
tcegtccagg
agececggdgag
gacatgcaga
gatgccaagg
accctggagyg
ctgctgegte
tteaagetea

ctgcagatca

50

aacttgctgt
atgacecctgt
gggccaaacy
gggcagggig
atggcatect
teggetcecat
tggataagtcec
gtttatccaa
cctataccaa
Eccctgetcet
ttggagacac

cctga

ggaaccaaag
taccaacata
cateccceac
gaatgaactg
getggecacy
cttegacaga
agagctgggg
cecectotgag
gcagaagtat
gcgetecate

tcccategac

600

660
720

60

120

180

240

300

360

429

480

540

600

660

705



10

gocaacgagg
accgagacct
accaacattt
atceccacact
aatgagctge
ctggecacey
tttgacaggg
gagetggget
ceggecgady
cacaagtacc

cgctececateg
cccattgaca
gggccecatee
cagcctgage
tgtcactget
<210> 13

<211> 720

<212> ADN

acatgeccoggt
acgtggagge
gccaagcagc
tctcagagct
tcategecte
agctgcacgt
tgctgacgga
gootgegege
tggaggeget
cagageagcec
ggcteaaatg
ccttecttat
tttgtgececa

cctgtecctg

<213> Homo sapiens

<400> 13
gecececgagg
agtgaccagg
cctgtgacta
aagaggatcec
ggctggaaty
atcctecttg
gccatetttyg
aagacagagc
tocaacccta
tgcaaacaga

gcecteeggt

agatgcctgt
gegttgaggyg
acatctgtea
cacactttte
aactecteat
ccacaggtct
atcegggtgcet
ttggetgect
gtgaggtgga
agtaccctga

ceattggect

ES 2392508 T3

ggagaggatc
aaacatgggg
cgacaaacag
goccoctggac
cttcteoeeac
ccaceggaac
gcttgtgtec
catcgtecte
gagggagaag

gggaaggttc

cctggaacat
ggagatgcetg
cecgtiotgy

cocttetetyg

ggacaggatce
teetggggga
ggcagetgac
cteecttgect
tgcectecttit
tcacgtgecac
gacagagcta
gagggcaatc
ggtectgegg
gcagcaggga

taagtgtcta

ctggaggcty
ctgaacccca
cttttecacce
gaccaggtca
cgctoecateg
agegoccaca
aagatgcggg
tttaaccctyg
gtetatgegt

gctaagetet

ctecttcttet
gaggcgcege
ccaccctgee

cctggectgt

ctggaggcag
accgggagta
aaacagctat
¢tggatagatc
tcacacecgat
cgcaacteay
gtgtccaaaa
atteotgttta
gagaaagtgt
cggtttgecea

gagcatetgt

51

agetggecgt
gctegecgaa
tggtggagtg
tcocectgetgeyg
ccgtgaagga
gegeaggggt
acatgcagat
actccaaggg
ccttggagge

tgctecgect

tcaagectcat
accaaatgac
tggacgccag

ttggactttg

agettgetgt
geggeagceag
tcacgettgt
aggtcatatt
ccattgatgt
cccattcage
tgogtgacat
atccagatgce
atgcateact
agctgetget

ttttettcaa

ggagcccaayg
cgaccetgte
gdecaagegg
ggcaggctgy
cgggateoctce
gggegcecate
ggacaagacyg
gctctcgaac
ctactgcaag

gccggctoty
cggggacaca
ttaggecetge

ctgttcttet

gggcacagcee

ggaacagaag
cceaaatgac
tgagtggacy
gctgegggea
tcgagatgge
aggagtagagz
gaggatggac
caagggecte
ggagacctac
acgtettect

gcteattggt

60

120

180

240

300

360

420

4890

540

600

660

720

780

840

B850

&0

120

180

249

300

360

420

480

5490

600

€60



10

15

20

25

ES 2392508 T3

gacaccecca togacacctt ceteatggag atgettgagg ctecccatea actggectga

<210> 14
<211> 705

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14

ggtcatgaag
acagaatcet
tgtcatgetg
ttctetgace
ctgattgect
ggtttacatg
gttctaacty
tgcectgegag
gtggagactc
ccggaacagce
ggcttgaaat

accttectea

<210> 15
<211> 237

<212> PRT

acatgcetgt
atggtgacat
ctgacaagca
tcaccttgga
ctttetececa
tccaccggag
agctggttee
ccattgtact
tgegagagaa
caggcaggtt
gocotggagea

tggagatgtt

<213> Mus musculus

<400> 15

Ala Asn
1

Val Glu

Pro Ser
35

Lys Gln
50

Glu

Pro

Ser

Leu

5

20

ggagaggatt
gaatatggag
goettttcace
ggaccaggtc
ccgctecagtt
cagtgceeac
caaaatgaaa
ctttaaccca
ggtttatgce
tgccaagetg
ccteottctte

ggagaccccg

Asp Met Pro Val Glu Lys Ile

Lys Thr Glu Thr Tyr Val Glu

Pro Asn Asp Pro Val Thr RAsn

40

Phe Thr Leu Val Glu Trp Ala

55

ctagaagetg
aactcgacaa
ctegttgaat
attttgcettce
teegtgeagg
agtgetgggyg
gacatgcaga
gatgccaagg
acccttgagg
ctgctgegee
ttcaagetca

ctgcagatca

Leu
1¢

Ala
25

Ile

Lys

52

aacttgctgt
atgaccctgt
gggccaagceyg
gagcagggtyg
atggcatect
tcggetecat
tggacaagtc
gcctgtccaa
cctacaccaa
tceccagetcet

toggggacac

cctga

Glu Ala Glu Leu

Asn Met Gly Leu

30

Cys Gln Ala Ala

45

Arg Ile Pro His

60

tgaaccaaag
taccaacata
tattceceac
gaatgaattg
tetggecacy
ctttgacaga
ggaactggga
cccctetgay
gcagaagtat
gcegttecatt

ccccattgac

Ala

15

Asn

Asp

Phe

720

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

705



ES 2392508 T3

Ser Glu Leu Pro Leu Asp Asp Gln Val Ile Teu Leu Arg Ala Gly Trp
&5 70 75 80

Asn Glu Leu Leu Ile Ala Ser Phe Ser His Arg Ser Ile Ala Val Lys
as 20 85

Asp Gly Ile Leu Leu Ala Thr Gly Leu His Val His Arg Asn Ser Ala
100 105 110

His Ser Ala Gly Val Gly Ala lIle Phe Asp Arg Val Leu Thr Glu Leu
115 120 125

Val Ser Lys Met Arg Asp Met Gln Met Asp Lys Thr Glu Leu Gly Cys
130 138 140

Leu Arg Rla Ile Val Leu Phe Asn Pro Asp Ser Lys Gly Leu Ser Asn
145 150 155 l1s0

Pro Ala Glu Val Glu Ala Leu Arg Glu Lys Val Tyr Ala Ser Leu Glu
165 170 175

Ala Tyr Cys Lys His Lys Tyr Pro Glu Gln Pro Gly Arg Phe Ala Lys
180 i8s 1s5¢0

Leu Leu Leu Arg Leu Pro Ala Leu Arg Ser Ile Gly Leu Lys Cys Leu
195 200 205

Glu His Leu Phe Phe Phe Lys Leu Ile €ly Asp Thr Pro Ile Asp Thr
2lo 215 220

Phe Leu Met Glu Met Leu Glu Ala Pro His Gln Ala Thr
225 230 235

<210> 16

<211> 239

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 16

53



5

Ala

Val

Gly

Ala

His

65

Gly

Val

Ser

Glu

Gly

145

Ser

Leu

Ala

Asp
225

Pro

Glu

Gly

Asp

50

Phe

Trp

Arg

Ala

Leu
130

Cys

Asn

Glu

Lys

Leu

219

Thr

<210> 17

Glu

Gln

Gly

Lys

Ser

Asn

Asp

His

115

Val

Leu

Pro

Thr

Lieu

i8s

Gluo

Phe

Glu

Lys

20

Ser

Gln

Ser

Glu

Gly

100

Ser

Ser

Arg

Gly

Tyr

180

Leu

His

Leu

Met

Ser

Ser

Leu

Leu

Leu

BS

Ile

aAla

Lys

Ala

Glu

165

Cys

Leu

Leu

Met

Pro

Asp

Pro

Phe

Pro

70

Leu

Leu

Gly

Met

Ile

150

Val

Lys

Arg

Fhe

Glu
230

val

Gln

Asn

Thr

55

Leu

Ile

Leu

Val

Arg

135

Ile

Glu

Gln

Len

Phe

215

Meat

ES 2392508 T3

Asp

Gly

Asp

40

Leu

Asp

Ala

Ala

Gly

120

Asp

Met

Yie

Lys

Pro

200

Phe

Leu

Arg

YVal

25

Pro

Val

Asp

Ser

Thr

105

Ala

Met

Phe

Leu

Tyr

185

Ala

Lys

Glu

Ile

10

Glu

Val

Glu

Gln

Phe

90

Gly

Ile

Arg

Asn

Arg

170

Pro

Len

Leu

Ala

54

Leu

Gly

Thr

Txp

val

75

Ser

Leu

Phe

Met

Pro

155

Glu

Glu

Arg

Ile

Pro
235

Glu

Pro Gly

Asn

Ala

60

Ile

His

His

Asp

Asp
140

Asp

Lys

Gln

Ser

Gly

220

His

Ala

Ile

45

Lys

Leu

Arg

Val

Arg

125

Lys

Ala

Val

Gln

Ile

205

Asp

Gln

Glu

Ala

30

Cys

Arg

Leu

Ser

His

110

val

Thr

Lys

Gly

190

Gly

Thr

Leu

Leu

15

Thr

Gln

Ile

Arg

Ile

95

Arg

Leu

Glu

Gly

Ala

175

Arg

Leu

Pro

Ala

Ala

Gly

Ala

Pro

Ala

a0

Lsp

Asn

Thr

Leu

Leu

160

Ser

Phe

Lys

Ile



<211> 234

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 17

Ser

1

Val

Thr

Phe

Thr

65

Leu

Leu

Gly

Met

Ile

145

Val

Lys

Arg

Hisg

Glu

Asn

Thr

50

Leu

Ile

Leu

val

Lys

130

Val

Glu

Gln

Leu

Glu Asp

Pro Lys

20

aAsp Pro

35

Leu Val

Glu Asp

Ala Ser

Ala Thr
100

Gly Ser
115

Asp

Leu

Thr

Lys
iso

Pro
195

Met Pro Val
5

Thr Glu Ser

Val Thr Asn

Glu Trp Ala

55

Gln val Ile
70

Phe Ser His
85

Gly Leu His

Ile Phe Asp

135

150

165

ES 2392508 T3

Glu

Tyx

Ile
40

Lyse

Leu Leu

Val

Arg
120

Met Gln Met Asp Lys

Phe Asn Pro Asp Ala

Leuw Arg Glu Lys Val

Tyr Pro Glu Gln Pro

Ala Leu Arg Ser Ile

200

Arg

Gly

25

Cys

Arg

Ser

His

105

Val

l8s

Ile Leu Glu
10

Asp Met Asn
His aAla Ala

Ile Pro His
60

Arg Ala Gly
75

Val Ser Val
20

Arg Sexr Ser

Leu Thr Glu

Ser Glu Leu Gly

140

Lys Gly Leu Ser

155

Tyr Ala Thr Leu

170

Gly Arg Phe Ala

Gly Leun Lys Cys

55

Ala

val

Asp

45

Phe

Trp

Gln

ala

Leu
125

Cys

Asn

Glu

Lys

Leu
2905

Glu Len Ala
15

Glu Asn Ser
30

Lys Gln Leu

Ser Asp Leu

Asn Glu Leu
80

Asp Gly Ile
95

His Ser Arg
110

Val Ser Lys

Leu Arg Ala

Pro Ser @&lu
160

Ala Tyr Thr
175

Leu Leu Leu
190

Glu His Leu



10

ES 2392508 T3

Phe Phe Phe Lys Leu Ile Gly Asp Thr Pro Ile Asp Ser Phe Leu Met

210

215

220

Glu Met ILeu Glu Thr Pro Leu Gln Ile Thr

225 230
<210> 18
<211> 237
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 18
Ala Asn Glu Asp Met Pro
1 S
Val Glu Pro Lys Thr Glu
20
Pro Ser Ser Pro Asn Asp
as
Lys Gln Leu Phe Thr Leu
50
Ser Glu Lieu Pro Leu Asp
65 70
Asn Glu Leu Leu Ile Ala
B5

Asp Gly Ile Leu Leu Ala
100

His Ser Ala Gly Val Gly
115

Val Ser Lys Met Arg Asp
130

Leu Arg Ala Ile Val Leu
145 150

Pro Ala Glu Val Glu ala
165

Val

Thr

Pro

Val

55

Asp

Ser

Thr

Ala

Met

135

Phe

Leu

Glu Iie

10

Arg Leu Glu Ala

Val Ala

25

Tyr Glu Asn Met

val
a0

Thx Tle Gln

45

Asn Cys

Glu Trp Ala Lys Arg Ile

60

Gln Vval Ile Leu

75

Leu Arg

Phe His

=1

Ser Arg 8Ser Ile

Gly Leu His Val His Arg
105

Ile Phe
120

Asp Arg Val Leu
125

Gln Met Asp Lys Thr Glu

140

Asn Pro Asp Ser Lys Gly

155

Arg Glu Lys Val Tyr Ala

170

56

Glu

Gly

30

Ala

Pro

Ala

Ala

Leu Ala

i5

Leu Asn

Asp

Hig Phe

Gly Trp

B

Vval
95

Lys

Asn Ser Ala

110

Thr Glu Leu

Leu Gly Cys

Asn
180

Leu Ser

Leu Glu

175

Ser



10

Ala Tyr Cys Lys
180

Leu Leu Leu Arg
185

Glu His Leu Phe
210

Phe Leu Met Glu
225

<210> 19

<211> 239

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 19

Ala Pro Glu Glu

1

Val Glu Gln Lys

20

Gly Ser Gly Ser

35

Ala Asp Gln

50

Lys

His Phe
65

Ser Ser

Asn Glu

Gly Trp

val Arg Asp Gly

iop

His
116

Ser Ala Ser

Glu Leu Val

130

Ser

His

Leu

Phe

Met

Met

Ser

Ser

Leu

Leu

Leu

B5

Ile

Ala

Lys

Lys

Pro

Phe

Leu
230

Pro

Asp

Pro

Phe

Pro
70

Leu

Leu

Gly

Met

Tyx

Ala

Lys

215

Glu

Val

Gln

Asn

Thx

55

Leu

Ile

Leu

Val

Arg
135

ES 2392508 T3

Glu Gln

185

Pro Pro

Leu Ser Ile

200

Arg

Leu Ile Gly Asp

Gln
23s

Ala Pro

Ile
10

Asp Arg Leu

Val
25

Gly Glu Gly

Asp Pro Val Thr

40

Leu Val G8lu Trp

val
75

Agp Asp Gln

Ala Phe

90

Ser Sey

Ala Thr

105

Gly Leu

Gly Ala Ile Phe

120

Asp Met Arg Met

57

Gly

Gly

Thr

220

Met

Glu

Pro

Asn

Ala

60

Ile

His

His

Asp

Asp
140

Arg

Leu

205

Pro

Thr

Ala

Gly

Ile

45

Lys

Leu

Arg

Val

Arg

125

Lys

Phe
130

Lys

Ile

Glu

Gly
30

Cys

Arg

Leu

Ser

His

110

Val

Thr

Ala

Cys

Asp

Leu

1s

Gln

ile

Ile

S5

Arg

Leu

Glu

Lys

Leu

Thr

Ala

Gly

Ala

Pro

Ala
BO

Asp

Agn

Thr

Leu



10

Gly

145

Ser

Leu

Ala

Cys

Asp
225

Cys

Asn

Glu

Lys

Leu

210

Thr

<210> 20

<211> 234

<212> PRT

Leu

Pro

Thr

Leu

195

Gla

Phe

Arg Ala

Ser Glu
1865

189

Leu Leu

His Leu

Leu Met

<213> Homo sapiens

<400> 20

Ile

159

val

Lys

Arg

Phe

Glu
230

Ile

Glu

Gln

Leu

Phe

215

Met

ES 2392508 T3

Leun

Val

Lys

Pro

200

Phe

Leu

Gly His Glu Asp Met Pro Vval Glu

1

5

Val Glu Pro Lys Thr Glu Ser Tyr

20

Phe Asn

Leu Arg
170

Tyr Pro

i85

Ala Leu

Lys Leu

Glu Ala

Pro

155

Glu

Glu

Arg

Ile

Pro
235

Asp

Lys

Gln

Ser

Gly

220

Hig

Ala

Val

Gln

Ile

205

Asp

Gln

Lys Gly Leu
160

Tyr Ala Ser
175

Gly Arg Phe

i%0

Gly Leu Lys

Thr Pro Ile

Leu Ala

Arg Ile Leu Glu Ala Glu Leu Ala

10

15

Gly Asp Met Asn Met Glu Asn Ser

25

a0

Thr Asn Asp Pro Val Thr Asn Ile Cys His Ala Ala Asp Lys Gln Leu

35

40

45

Phe Thr Leu Val Glu Trp Ala Lys Arg Ile Pro His Phe Ser Asp Leu

50

55

60

Thr Leu Glu Asp Gin Val Ile Leu Leu Arg Ala Gly Trp Asn Glu Leu

€5

70

75

80

Leu Ile Ala Ser Phe Ser His Arg Ser Val Ser vVal Gln Asp Gly Ile

85

90

a5

Leu Leu Ala Thr Gly Leu His Val His Arg Ser Ser Ala His Ser Ala

100

105

58

1190



Gly vVal Gly

115

Met Lys

130

Asp

Ile
145

Val Leu

Val Glu Thr

Lys Gln Lys

Pro
195

Leu

Phe FPhe

210

Phe

Ser Ile

Gln

Mel

Phe Asn

Phe

Met

Pro

ES 2392508 T3

Asp Arg

120

Asp Lys

135

Asp Ala

150

Leu Arg

165

Tyr Pro

180

Ala Leu

Lys Leu

Glu

Gin

Arg

Ile

Lys Val

Gln Pro

Val

Ser

Lys

Gly

Leu Thr

Glu Leu

Gly Leu

155

Ala
170

Thr

Axrg Phe

185

ile
200

Ser

Gly
215

Asp

Gly

Thr

Leu Lys

Pro Ile

Glu Leu Val Ser

125

Lys

Gly Ala

140

Cys Leu Arg

Glu
160

Sexr Asn Pro Ser

Leu Glu Thr

Ala Tyx
175

Ala Leu Leu Leu

120

Lys

Leu Glu His Leu

205

Cys

Asp Thr Phe Leu Met

220

Glu Thr Gln Ile Thr

2285

Glu Pro Leu

230

Met Leu

<210> 21

<211> 635

<212> ADN

<213> Locusta migratoria

<400> 21

tgcatacaga
cagaaaacca
cectacctet

cagcatttte

cagtgcatcy
cagaactggt
gatecktgttat
ttctacgtga
aaccaggaag

agtgtttaga

catgcctgtt
agtggaatat

ggaggaccayg

acatcgateot

aaattetgee
égcaaagatg
tcttttcaat
aaaagtatat
atttgcaaaa

gecatttgott

gaacgcatac
gagctggtygg
gttetectec

gtagatgtta

catcaagctyg
agagaaatga
ccagaggtga
gecocgetitgg
cttttgetee

ttetttegee

ttgaagctyga
agtgggctaa
tcagagcagyg
aagatggcat
gagtcggcac
aaatggataa
ggggtttgaa
aagaatatac
gtctgectte

ttattggaga

59

aaaacgagtg gagtgcaaaqg
acacatcccg cacticacat
ttggaatgaa ctgctaattg

agtacttgee actggtckca
aatatttgac agagttttga

aactgaactt ggctgcttge
atccgeoccag gaagttgaac
tagaacaaca catceccgatg
tttacgttec ataggcectta

ktgttccaatt gatacgttece

&0

120

180

240
300

360

420

480

540

600



10

15

20

ES 2392508 T3

tgatggagat gecttgaatca ccttctgatt cataa

<210> 22

<211> 687

<212> ADN

<213> Amblyomma americanum

<400> 22
cotectgaga
gggaccctct
gaccgacagc
ccccttgagg
ttcteccace
cageggcata
-ctggtagcaa
gtggtacttt
ggagaaagtyg
cgetttgeca
gaacatctct

atgctggagy

<210> 23
<211> 693

<212> ADN

tgoctetgga
cggaaagecgce
tgcaccaget
accgcatggt
gttectgttga
gtgctcatgg
agatgcgtga
ttaatcetga
tatctgectt
agctgetget
ttttettcaa

cceectetga

<213> Amblyomma americanum

<400> 23

tetceggaca tgecactega

cogbcoghtt tggegcagac

gctgeceecge cacttcacga

cttcocateg aggategcac

gecgeatactyg
acagcagcag
agttcaatgg
gttgctcaag
cgtgegtgat
ggctggegtt
gatgaagatg
ggccaagggg
ggaagagcac
gecggttgceca
gctcateggyg

ccoctaa

gaggcagagc
gatcceagtga
gccaagcaca
gotggotgga
ggcattgtgce
ggggecatat
gaccgeactyg
ctgcggacct
tgcocagcage
gctoctgegea

gacacgccca

acgeattete gaageegaga

gaccgcatbcyg ggcegocgacc

gctegtacag tgggcccgge

cgcgectgete aaagcoeggct

60

tgcggattga
gcagcatcetg
ttccacattt
acgagctgct
tcactacagg
ttgatagggt
agettggatyg
gcccaagtgg
agtacccaga
gtattggcct

tcgacaactt

tgcgegteoga
ccgtcaacag
gaatteccgea

ggaacgaact

gtcacagacg
ccaagetgea
tgaagagett
cattgctget
tettgtggtyg
tctcactgaa
cctgettgcet
aggccetgag
ccagcectggg
caagtgccte

tettetttee

gcagccoggea
catgtgccag
cttcgaagag

gecttattgee

635

60

1z0

180

240

300

360

420

480

540

600

660

687

60

120

180

240



10

15

20

gecttttege
gtgcageggce
gagetggtag
gcegtggtge
ctocegegaga
ccggateget
tgcctegage
ctcaacatge
<210> 24

<211> 801

<212> ADN

accgttectgt
acagcgcaca
ccaagatgeg
tcttcaatee
aggtgtatgce
teggeaaget
atctgttctt

tggaggcacc

<213> Celuca pugilator

<400> 24

tcagacatgc
cagccgektgg
tgtagcttta
gatgtggtga
gccaagcaca
gccgggtgga
ggcatcgtge
ggtgecatat
gacaagacag
ctaaactgeg
tacacacgaa
cctgeactea
ggagacactc

gtcacteccce

<210> 25
<211> 690

<212> ADN

caattgceccag
accaaggggt
ctttacettt
goeaacatatg
tocccacactt
acgagttgct
tggccacagg
ttgategtgt
agctgggctyg
tcaatgatgt
ccacttacce
ggtctatagg
ccectggacag

ccacgcageta

<213> Tenebrio molitor

ES 2392508 T3

ggcggtgege
cggcgcaggce
cgacatgaag
agacgccaayg
ggegctggag
gctgetgegy
cttcaagete

ggcagaccce

catacgggayg
gaggcttcag
tcatecegte
ccaggcaget
cacagacett
tattgectea
gctcgtgate
cctetctgag
ccttegetee
ggagatcttyg
tgatgaacet
cctgaagtgt
ctacttgaty

g

gacggcatcg
gttggegaca
atggacaaaa
ggtctccgaa
gagcactgcc
ctgecectgect
atcggagaca

tag

gcagagctca
gtteocacteg
agtgaagtat
gacagacatc
cccatagagg
ttetecacace
cacagaadta
ctggtggceca
atcgteetgt
cgtgagaagg
ggacgettty
cttgagtace

aagatgcteg

61

ttetggecac
cettegaceyg
cggagctegy
acgccaccag
gtcggecacea
tgcgcageat

ctececataga

gegtagatecs
cacctcctga
cctgtgeotaa
tggtgecaget
accaagtggt
gtagcatggg
gtgctcacca
agatgaagga
tcaaccecaga
tgtatgctyge
ccaagttget
tecttectgtt

tagacaacece

cgggetggtyg
cgtactagcec
ctgectgege
agtagaggcyg
cccggaccaa
cgggactcaaa

cagecttcoctg

catagatgag
tagtgaaaayg
cecetotgeay
ggtggagtgg
attactcaaa
cgtggaggat
ggctggagtyg
gatgaagatt
tgccasagga
cctggaggag
tetgegactt
taagectgatt

aaatacaagc

300

360

420

480

540

600

660

693

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

801



10

15

<400> 25

gcegagatge coctcgacag gataatcgag geoggagaaac ggatagaatg cacaccocget

ggtggetetg gtggtgtegg agagcaacac gacggggtga acaacatcetyg tcaagecact

aacaagcagc
cecgatgtegy
ttetegeaca
aacaaaacgt
ctggtgaaca
atcatecctet
cgtgagaaaa
ggcaggtteg
tccgaacacce
gagatgctgg
<210> 26

<211> 681

<212> ADN

tgttccaact
accaggtgct
gatctataca
cggcgcacgc
agatgaaaga
acaaccccac
tttacggegt
ccaaacktget
tctttttett

agtcteoecgge

<213> Apis mellifera

<400> 26

cattcggaca
gagcaacagg
ctgticcage
gatcaggtac
egttecateg
tecggegcage
aaaatgcgtg
ttcaatcececg
atctacggeg
gegaaattac
ctgttcttct

gaatcgegat

tgecgatcga
gaaattacga
tggtagcatg
ttetgetcag
acgtgaagoa
aggeeggegt
aaatgaagat
aggttogagy
cectggaggy
ttetacgect
tcaaaatgat

cagatcctta

ES 2392508 T3

ggtgcaatgg
tttattgaqgg
ggcgeaggat
cgtgggegtg
gatgaagatg
gtgtegegge
gctggaagag
tectgegecte
caagectgate

ggacgettag

gcgtatcoetg
gaatgeagtyg
ggcgaaacac
ggecggttgg
cggtategtg
gggcacgata
ggacaggaca
actgaaatcce
ttattgeccge
geccgecatc
cggtgacgta

g

gctaagetea
gcaggatgga
geccategtice
ggcaacatet
gacaagacgg
atcaagtccg
tacaccagga
ccggecetea

ggtgatgttc

gaggccgaga
tegeoacattt
atceegeatt
aacgagttge
ctggcgacgg
ttegacegtg
gagettgget
atccaggaag
gtagcttggc
cgetegateg

ccgatcgacg

62

tacctcactt
atgaattgct
tagccacggg
acgaccgegt
agctgggcetg
tgcaggaagt
ccacecaccs
gagtccatcgy

caatagacac

agagagtcga
geaacgaoac
ttacctegtt
tgatagecctc
ggatcaccgt
tectetocgga
gtctcagatc
tgaccctgct
ccgacgacgce
gattaaagtyg

attttetegt

tacctegtig
catcgecegea
gttgacagkt
cctetecgag
cttgagagec
ggagatgctyg
gaacgagecc
gttgaaatgt

gttcoctgatg

atgtaagatg
gaacaaacag
gecactggag
cttttcceac
gtateggaac
gettgteteg
tataatacte
ccgtgagaag
tggaagatte
cctcgagtac

ggagatgtta

60

iz0

180

240

300

360

420

480

540

600

660

690

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

681
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<210> 27

<211> 210

<212> PRT

<213> Locusta migratoria

<400> 27

His Thr Asp Met Pro

1
Glu

Lys

Leu

Arg

65

Val

Lys

Val

val

145

Pro

Ile

Asp

Asp

Cys

Hig

Leu

50

Ser

His

Val

Thr

Arg

130

Gly

Gly

Val

Ser
210

Lys

Ile
35

Arg

Val

Arg

Leu

Glu

1158

Gly

Ala

Arg

Leu

Pro
195

Ala
20

Bro

Ala

Asp

Asn

Thr
100

Leu,

Leu

Ala

Phe

Lys

180

Tle

s
Glu

His

Gdly

Val

Ser

85

Glu

Gly

Lys

Lieu

Ala
168

Cys

Asp

ES 2392508 T3

Val Glu Arg

Asn

Phe

Trp

Lys

70

Leu

Ser

3lu
150

Lys

Leun

Thr

Gln

Thr

Asn

55

Asp

His

Val

Leu

Ala

135

Glu

Leu

Glu

Phe

val

Ser
40

Glu

Gly

Gln

Ala

Arg

120

Gln

Tyr

Leu

His

Leu
200

Ile

Glu
25

Leu

Leu

Ile

ala

Lys

108

Ser

Glu

Thr

Leu

Leu

185

Met

Leu Glu Ala Glu Lys Arg Val

10
Tyr

Pro

Val

Gly

920

Met

Val

Val

Arg

Axrg

170

Phe

Glu

63

Glu

Leu

Ile

Leu

75

val

Arg

Ile

Glu

Thr

1558

Leu

Phe

Met

Leu

Glu

Ala

€0

Ala

Gly

Glu

Leu

Leu

140

Thr

FPro

Phe

Leu

Val

Asp
45

hla

Thr

Thr

Met

Phe

125

Leu

His

Ser

Arg

Glu
205

Glu
30

Gln

Phe

Gly

Ile

Lys

110

Asn

Arg

Pro

Leu

Leu

1920

Ser

15
Trp

Val

Ser

Leu

Phe

85

Met

Pro

Glu

Asp

Arg

175

Ile

Pro

Ala

Leu

His

Thr

80

AsSp

Asp

Glu

Lys

Glu

160

Ser

Gly

Ser
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<210> 28

<211> 228

<212> PRT

<213> Amblyomma americanum

<400> 28

Pro

1

Glu

Val

Gln

65

Phe

Gly

Tle

Lys

Agn

145

Gly

Asp

Pro

Ser

Ser

Met

Ser

Leu

Phe

Met

130

Pro

Glu

Gln

Ser

Glu

Gln

Ser

35

Ala

Val

His

Val

Asp

115

Asp

Glu

Ser

Pro

Ile
195

Met

Thr

20

Ile

Lys

Leu

Arg

Val

100

Arg

Arg

Ala

Val

Gly

1890

Gly

Pro

Gly

Cys

His

Leu

Ser

8%

Gln

Val

Thr

Lys

Ser

165

Arg

Leu

Leu

Thr

Gln

Ile

Lys

70

Val

Axqg

Leu

Glu

Gly

150

Ala

Phe

LYS

Glu

Leu

Ala

Pro

55

Ala

Asp

His

Leu

135

Leu

Leu

Ala

Cys

ES 2392508 T3

Arg

Ser

Ala

40

His

Gly

Val

Ser

Glu

12¢

Gly

Glu

Lys

Leu
200

Ile

Glu
25

Asp

Phe

Trp

Arg

Ala

105

Leu

Cys

Thr

Glu

Leu

185

Glu

Leu

io

Ser

Arg

Glu

Asn

Asp

90

His

Val

Leu

Cys

His

170

Leu

His

64

Glu

Ala

Gln

Glu

Glu

75

Gly

Gly

Ala

Leu

Pro
155

Cys

Leu

Leu

hla

Gln

Leu

Leu

60

Leu

Ile

Ala

Lys

Ala

140

Ser

Arg

Arg

Phe

Glu

Gln

His

45

Pro

Len

Val

Gly

Met

125

Val

Gly

Gln

Leu

Phe
205

Leu

Gln

30

Gln

Leu

Ile

Leu

Val

110

irg

Val

Gly

Gln

Pro

150

Phe

Arg

15

Asp

Leu

Glu

Ala

Ala

85

Gly

Glu

Leu

Pro

Tyr
17s

Ala

Livs

Val

Pro

Val

Asp

Ala

80

Thr

Ala

Met

Phe

Glu

160

Pro

Leu

Leu



ES 2392508 T3

Ile Gly Asp Thr Pro Ile Asp Asn Phe Leu Leu Ser Met Leu Glu Ala
210 215 220

Pro Ser Asp Pro
225

<210> 29

<211> 230

<212> PRT

<213> Amblyomma americanum

<400> 29

Ser Pro Asp Met Pro Leu @lu Arg Ile Leu Glu Ala Glu Met Arg Val
1 5 10 15

Glu Gln Pro Ala Pro Ser Val Leu Ala Gln Thr Ala Ala Ser Gly Arg
20 25 30

Asp Pro Val Asn Ser Met Cys Gln Ala Ala Pro Pro Leu His Glu Leu
as 40 45

Val @ln Trp Ala Arg Arg Ile Pro His Phe Glu Glu Leu Pro Ile Glu
50 55 60

Agp Arg Thr Ala Leu Leu Lys Ala Gly Trp Asnh Glu Leu Leu Ile Ala

Ala Phe Ser His Arg Ser Val Ala Val Arg Asp Gly Ile Val Leu Ala
85 80 =1

Thr Gly Leu Val Val Gln Arg His Ser Ala His Gly Ala Gly Val Giy
100 105 110

Asp Ile Phe Asp Arg Val Leu Ala Glu Leuw Val Rla Lys Met Arg Asp
115 120 125

Met Lys Met Asp Lys Thr Glu Leu Gly Cys Leu Arg Ala Val Val Leu
130 135 140

Phe Asn Pro Asp Ala Lys Gly Leu Arg Asn Ala Thr Arg Val Glu Ala
145 15¢ 155 160

Leu Arg Glu Lys Val Tyr Ala Ala Leu Glu Glu His Cys Arg Arg His
165 170 175

65



10

His Pro

Ala Leu

Lys Leu
210

Glu aAla
225

<210> 30
<211> 266

<212> PRT

Asp

Arg
185

Ile

Pro

Gln Pro Gly Arg

180

Ser Ile Gly Leu

Gly hsp Thr Pro

215

Ala Asp Pro
230

<213> Celuca pugilator

<400> 30
Ser Asp
1

Pro Ile

Leu Aila

Pro Val

50

Asn Ile

65

Ala Lys

Val Leu

His Arg

Met

Asp

Pro

35

Ser

Cys

His

Leu

Ser
115

Pro

Glu

20

Pro

Glu

Gln

Ile

Lys

100

Met

Ile

Gln

Asp

val

Ala

Pro

85

Ala

Gly

Ala

Pro

Ser

Ser

Ala

70

His

Gly

Val

Ser

Len

Glu

Cys

55

Asp

Phe

Trp

Glu

ES 2392508 T3

Phe

Lys

200

Ile

Ile

Asp

Lys

40

Ala

Arg

Asn

Asp
120

Gly Lys Leu
185

Leu

Cys Leu Glu His

Asp Ser Phe

Arg Glu Ala
10

Gln Gly Val
25

Cys Ser Phe

Asn Pro Leu

His Leu Val
75

Asp Leu Pro
50

Glu Leu Leu
105

Gly Ile Val

66

Leu
220

Glu

Arg

Thr

Gln

60

Gln

Ile

Ile

Lieu

Leu

Leu

205

Leu

Leu

Leu

Leu

45

Asp

Leu

Glu

Ala

Ala
125

Arg
190

Phe

Asn

Sex

Gln

30

Pro

Val

val

Asp

Ser

110

Thr

Leu

Phe

Met

Val

15

val

Phe

val

Glu

Gln

958

Phe

Gly

Pro

Phe

Leu

Asp

Pro

His

Ser

Trp

B8O

Val

Ser

Leu
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ES 2392508 T3

Val Ile His Arg Ser Ser Ala Eis Gln Ala Gly Val Gly Ala Ile Phe
130 135 140

Asp Arg Val Leu Ser Glu Leu Val Ala Lys Met Lys Glu Met Lys Ile
145 150 155 160

Asp Lys Thr Glu Leu Gly Cys Leu Arg Ser Ile Val Leu Phe Asn Pro
165 170 175

Asp Ala Lys Gly Leu Asn Cys Val Asn Asp Val Glu Ile Leu Arg Glu
180 185 190

Lys Val Tyr Ala Ala Leu Glu Glu Tyr Thr Arg Thr Thr Tyr Pro Asp
195 200 205

Glu Pro Gly Arg Phe Ala Lys Leu Leu Leu Arg Leu Pro Ala Leu Aryg
210 215 220

Ser Ile Gly Leu Lys Cys Leu Glu Tyr Leu Phe Leu Phe Lys Leu Ile
225 230 235 249

Gly Asp Thr Pro Leu Asp Ser Tyr Leu Met Lys Met Leu Val Asp Asn
245 250 255

Proc Asn Thr Ser Val Thr Pro Pro Thr Ser
260 265

<210> 31

<211> 229

<212> PRT

<213> Tenebrio molitor

<400> 31

Ala Glu Met Pro Leu Asp Arg Ile Ile Glu Ala Glu Lys Arg Ile Glu
1 5 10 15

Cys Thr Pro Ala Gly Gly Ser Gly Gly Val Gly Glu Gln His aAsp Gly
20 25 30

Val Asn Asn Ile Cys Gln Ala Thr Asn Lys Gln Leu Phe Gln Leu Vval
35 40 45

67
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Gln

Gln

65

Phe

Gly

Ile

Lys

Asn

145

Arg

Pro

Lzu

Leu

Ser
225

Trp

50

val

Ser

Leu

Tyx

Met
130

Pro

Glu

Asn

Arg

Ile

210

Pro

<210> 32

<211> 226

<212> PRT

Ala

Leu

His

Thr

Asp

11s

AsSp

Thr

Lys

Glu

Ser

1as

Gly

Ala

Lys

Leu

Arg

val

100

Arg

Lys

Cys

Ile

Pro

180

Ile

Asp

Asp

<213> Apis mellifera

<400> 32

Leu

Leu

Ser

85

Asn

Val

Thr

165

Gly

Gly

Val

Ile

Arg

70

Ile

Lys

Leu

Glu

Gly

156

Gly

Axrg

Leu

Pro

Pro

55

Ala

Gln

Thr

Ser

Leu
135

Ile

val

Phe

Lys

Ile
215

ES 2392508 T3

His

Gly

aAla

Ser

Glu

120

Gly

Lys

Leu

Ala

Cys
200

Asp

Phe

Trp

Gln

Ala
105

Leu

Cys

Ser

Glu

Lys

188

ser

Thr

Thr

Asn

Asp

90

His

Val

Leu

val

Glu

170

Leu

Glu

Phe

68

Ser

Glu

75

Ala

Asn

Arg

Gln
155

Tyr

Leu

His

Leu

Leu

60

Leu

Ile

val

Lys

Ala
1490

Glu

Thr

Leu

Leu

Met
220

Pro

Leu

vVal

Gly

Met

125

Ile

Val

Arg

Arg

Phe

205

Glu

Met

Ile

Leu

val

110

Lys

Ile

Glu

Thr

Leu

190

Phe

Met

Ser

Ala

Ala

95

Gly

Glu

Leu

Met

Thr

175

Pro

Phe

Leu

Asp

Ala

80

Thr

Asn

Met

Tyr

Leu

1560

His

Ala

Lys

Glu



ES 2392508 T3

His Ser Agp Met Pro Ile Glu Arg Ile Leu Glu Ala Glu Lys Arg Val

Glu Cys Lys Met Glu Gln Gln Gly Asn Tyr Glu Asn Ala Val Ser His
20 25 o

Ile Cys Asn Ala Thr Asn Lys Gln Leu Phe Gln Leu Val Ala Trp Ala
35 40 45

Lys His Ile Pro His Phe Thr Ser Leu Pro Leu 3Glu Asp Gln val Leu
50 55 60

Leu Leu Arg Ala Gly Trp Asn Glu Leu Leu Ile Ala Ser Phe Ser His
65 70 75 80

Arg Ser Ile Asp Val Lys Asp Gly Ile Val Leu Ala Thr Gly Ile Thr
BS 80 85

Val His Arg Asn Ser Ala Gln @in Ala Gly Val Gly Thr Ile Phe Asp
100 105 110

Arg Val Leu Ser Glu Leu Val Ser Lys Met Arg Glu Met Lys Met Asp
115 120 125

Arg Thr Glu Leu Gly Cys Leu Arg Ser Ile Ile Leu Phe Asn Pro Glu
130 135 140

Val Arg Gly Leu Lys Ser Ile Gln Glu Val Thr Leu Leu Arg Glu Lys
145 150 155 160

Ile Tyr Gly Ala Leu Glu Gly Tyr Cys Arg Val Ala Trp Pro Asp Asp
165 170 175

Ala Gly Arg Phe Ala Lys Leu Leu Leu Arg Leu Pro Ala Ile Arg Ser
180 185 150

Ile Gly Leu Lys Cys Leu Glu Tyr Leu Phe Phe Phe Lys Met Ile Gly
195 200 205

Asp Val Pro Ile Asp Asp Phe Leu Val Glu Met Leu Glu Ser Arg Ser
210 215 220

Asp Pro
225

5 <210>33

69
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15

20

25

30

<211>516

<212> ADN

<213> Locusta migratoria

<400> 33

atccctacct
tgcagecattt
cacagtgcat
gacagaactg
gegatetgtt
acttctacgt
tgaaccagga
taagtgtttg
ctgatgaaga
<210> 34

<211> 528

<212> ADN

ctggaggacc

tcacatcgat
cgaaattetyg
gtagcaaaga
attcttttca
gaaaaagtat
agatttgcaa
gagcatttgt

tgcttgaatce

<213> Amblyomma americanum

<400> 34

attecacatt
aacgagctge
ctcgctacaq
tttgataggg
gagettggat
tgceccaagtg
cagtacccayg
agtattggce
atcgacaact
<210> 35

<211> 531

<212> ADN

ttgaagagct
tcattgctge
gtettgtagt
ttectcactga
gectgettge
gaggeccoctga
accagectgy
tcaagtgect

ttcttcttte

<213> Amblyomma americanum

ES 2392508 T3

aggttctcet
ctgtagatgt
ceccatcaagce
tgagagaaat
atcecagaggat
atgcegettt
aacttttgct
tttettteace

accttetgat

tececttgag
tttcteecac
geageggeat
actggtagca
tgtggtactt
gggagaaagt
gegetttgee
cgaacatcte

catgctggag

cctoagagea
taaagatggce
tagagtegge
gaaaatggat
gaggggtttg
ggaagaatat
tegtectgeet
cttattggag

tcataa

gaccgcatgyg
cgttetgtiyg
agtgctcatg
aagatgcgiy
tttaatccectg
gtatctgect
aagctgctgc
tttttecttca

gceoccctety

70

ggttggaaty

atagtacttg
acaatatttyg
aaaactgaac
aaatccgeece
actagaacaa
tctttacgtt

atgttccaat

tgttgcteaa
acgtgegtga
gggctggegt
agatgaagat
aggccaaggyg
tggaagagca
tgcggttgee
agctecatcgg

acccctaa

aactgcetaat
ccactggtet
acagagtttt
ttggctgett
aggaagttga
cacatccega
ccataggecet

tgatacgtte

ggctggetag
tggcattgtg
tggggccata
ggaccgeact
gctgeggacce
ctgcocggeag
agctctgege

ggacacgecee

60

120

i80

240

300

360

420

480

516

60

120

180

240

300

360

420

480

528



10

15

20

25

<400> 35

attccgeact
aacgaactgc
ctggccaccey
ttcgaccgeyg
gagctegget
gecaccagag
cggcaccace
cgoageatcyg
cccatagaca
<210> 36

<211> 552

<212> ADN

tegaagaget
ttattgecge
ggctggtggt
tactageccga
gectgegege
tagaggeget
cggaccaacc
ggctcaaatg

gcttectgcet

<213> Celuca pugilator

<400> 36

atcccacact
aacgagttgce
ctggccacag
Ettgateaty

gagctgggcet

gtcaatgatg
accacttacc
aggtctatag
cecoctggaca

cceccaccaget

<210> 37
<211> 531

<212> ADN

tcacagacct
ttattgecete
ggctecgtgat
tecteotetga

gocottegete

tggagatctt
ctgatgaacc
geectgaagtg
gctacttgat

ag

<213> Tenebrio molitor

<400> 37

ES 2392508 T3

teoocatcgag
cttttegeac
gcagecggcac
getggtggec
cgtggtgctce
tegegagaag
gggtegette
cctegageat

caacatgctyg

tcecatagay
attetcacac
ccacagaagt
getggtggee

catcgteoety

gcgtgagaag
tggacgecttt
tettgagtac

gaagatgcete

gatcgcaccy
cgttcectgtgg
agcgeacacyg
aagatgcgcg
ttcaatccag
gtgtatgcegg
ggcaagctge
ctgkttettct

gaggcacogy

gaccaagtgg
cgtagcatgg
agtgctcacce
aagatgaagyg

ttcaacccag

gtgtatgctg
gecaagttge
ctettectgt

gtagacaacc

71

cgectgcetcaa
cggtgcgega
gegcaggegt
acatgaagat
acgccaaggg
cgctggagga
tgectgegget
tcaagetcat

cagaccececta

tattactcaa
gegtggagga
aggetggagt
agatgaagat

atgccaaagy

ccctggagaa
ttetgegact
tkaagctgat

caaatacaag

agecggetgy
cggcategtt
tggegacatce
ggacaaaacyg
tctecgaaac
geactgeegt
goctgecttg
cggagacact

g

agecgggtgg
tggcatcgtg
gggtgeeata
tgacaagaca

actaaactgc

gtacacacga
teectgeacte
tggagacact

cgtecactecee

60

120

180

240

300

360

420

480

531

60

120

180

240

300

360

420

480

5S40

552



10

15

20

atacctcact
aatgaattge
ctagccacgyg
tacgacegeyg
gagctggget
gtgcaggaag
accacggace
aggteccateyg

ccaatagaca

<210> 38
<211> 531

<212> ADN

ttacctcgtt
tcategecge
ggttgacagt
tectoteega
gettgagage
tggagatgcet
cgaacgagee
ggttgaaaty

cgttcctgat

<213> Apis mellifera

<400> 38

atcccgeatt
aacgagttgce
ctggegacgyg
ttegacegty
gagettgget
atccaggaag
gtagcttage
cgctcga;cg

cegategacy

<210> 39
<211> 176

<212> PRT

ttacctegtt
tgatagcctce
ggatcacegt
tectoctegga
gtctcagate
tgaccctget
ccgacgacygc
gattaaagtyg

attttctegt

<213> Locusta migratoria

<400> 39

ES 2392508 T3

gcecgatgteg
attetegeac
taacaaaacqg
getggtgaac
catecatccte
gcgtgagaaa
cggcaggtte

ttecgaacac

ggagatgcetg

gecactggag
ctttteeocac
gcatecggaac
gettgtetoyg
tataatactce
ccgtgagaag
tgaaagattc
tctegagtac

ggagatgtta

gaccaggtge
agatctétac
tocggcgcacyg
aagatgaaag
tacaacccca
atttacggeyg
gccaaactge
ctectttttet

gagteteegyg

gatcaggtac
cgkttecatcg
tecggegeage
aaaatgcgtg
ttcaatceeg
atctacggceyg
gcgaaattac
ctgttettet

gaatcgegat

72

ttttattgay
aggcgcagga
cegtgggegt
agatgaagat
cgtgtcgcgg
tgctggaaga
ttetgegect
tcaagctgat

cggacgctta

ttectgetcag
acgtgaagga
aggceggegt
aaatgaagat
aggttcgagg
ccctggaggg
ttctacgect
tcaaaatgat

cagatcctta

ggcaggatgg

tgeccateogtt
gggcaacatc
ggacaagacyg
catcaagtcce
gtacaccagg
cceggeectce
cggtgatgtt

g

ggccggttgg
cggtategtg
gggcacgata
ggacaggaca
actgaaatec
ttattgeege
gcccgccatc
cggtgacgta

g

60

120

180

240

300

360

420

480

531

60

120

180

240

300

360

420

480

531



10

Ile

Val

Len
65

Glu

Gly

Ala

Arg

Leu

145

Pro

Pro

Ala

Asp

Asn

50

Thr

Leu

Leu

Ala

Phe

130

Lys

Ile

<210> 40

<211>175

<212> PRT

His

Gly

val

35

Ser

Glu

Gly

Lys

Leu

115

Ala

Cys

Asp

Phe

Trp

20

Lys

Ala

Leu

Ser

100

Glu

Lys

Leu

Thr

Thr

Asn

Asp

His

val

Leu

85

Ala

Glu

Leu

Glu

fhe
165

Ser

Glu

Gly

Gln

Ala

70

Arg

Gln

Tyr

Leu

His

150

Leu

<213> Amblyomma americanum

<400> 40

ES 2392508 T3

Leu Pro

Leu Leu

Ile Val
40

Ala Gly
55

Lys Met

Ser Vval

Glu val

Thr Arg

120

Leu Arg
135

Leu Phe

Met Glu

Leu

Ile

25

Leu

Val

Arg

Ile

Giu

105

Thr

Leu

Phe

Met

Glu

10

Ala

Ala

Gly

Glu

Leu

o0

Leu

Thr

Pro

Phe

Leu
170

Asp

Ala

Thr

Thr

Met

75

Phe

Leu

His

Ser

Arg

155

Glu

Gln

Phe

Gly

Ile

60

Lys

Asn

Arg

Pro

Leu

140

Len

Ser

val

Ser

Leu

45

Phe

Met:

Pro

Glu

Asp

125

aArg

Ile

Pro

Leu

His

30

Thx

Asp

Asp

Glu

Lys

1310

Glu

Ser

Gly

Ser

Leu

15

Arg

Val

Arg

Lys

Val

95

val

Pro

Ile

Asp

Asp
175

Leu

Ser

His

val

Thr
80

Tyr

Gly

Gly

val

160

Ser

Ile Pro His Phe Glu Glu Leu Pro Leu Glu Asp Arg Met Val Leu Leu

1

S

10

73

15



10

Lys

val

Leu
65

Glu

Gly

Phe

Lys
145

Ile

Ala

Asp

His

50

Thr

Leu

Leu

Leu

Ala

130

Asp

<210> 41

<211>176

<212> PRT

Gly

Val

35

Ser

Glu

Gly

Arg

Glu

115

Lys

Len

Asn

Trp

20

Arg

Ala

Leu

Cys

Thr

100

Glu

Leu

Glu

Phe

Asn

Asp

His

Val

Leu
gs

Cys

His

Leu

His

Leu
165

Glu

Gly

Gly

Ala

70

Leu

Pro

Cys

Leun

Leu

150

Leu

<213> Amblyomma americanum

<400> 41

Leu

Ile

Ala

55

Lys

Ala

Ser

arg

Arg

135

Phe

Ser

ES 2392508 T3

Leu

Val

40

Gly

Met

val

Gly

Gin

120

Leu

Phe

Met

Ile

25

Leu

Val

Arg

Val

Gly

105

Gln

Pro

Phe

Leu

Ala

Ala

Gly

Glu

Leu

920

Pro

Tyr

Ala

Lys

Glu
170

ala

Thr

Ala

Met

75

Phe

Glu

Pro

Leu

Leu

155

Ala

Phe

Cly

Ile

60

Lys

Asn

Gly

Asp

Arg

140

Ile

Pro

Ser

Leu

45

Phe

Met

Pro

Glu

Gln

125

Serx

Gly

Ser

His

30

Val

Asp

Asp

Glu

Ser

110

Pro

Ile

Asp

Asp

Arg

Val

Arg

Arg

Ala

95

val

Gly

Gly

Thr

Pro
178

Ser

Gln

val

Thr

80

Lys

Ser

Leu

Pro
160

Ile Pro His Phe Glu Glu Leu Pro Ile Glu Asp Arg Thr Ala Leu Leu

1l

5

ERY,

15

Lys Ala Gly Trp Asn Glu Leu Leu Ile ala Ala Phe Ser His Arg Ser

20

25

30

Val Ala Val Axrg Asp Gly Ile Val Leu Ala Thr Gly Leu Val Val Gln

35

40

74

45



10

Arg His
50

Leu Ala
&5

Glu Leu

Gly Leu

Ala Ala

Arg Phe
130

Leu Lys
145

Pro Ile

<210> 42
<211> 183

<212> PRT

Ser

3lu

Gly

Arg

Leu

115

Gly

Cys

Asp

Ala

Leu

Cys

Asn

100

Glu

Lys

Len

Ser

<213> Celuca pugilator

<400> 42

His

Val

Leu

85

Ala

Glu

Leu

Glu

Phe
165

Gly

Ala

70

Thr

His

Leu

His

1s0

Leu

Ala

55

Lys

Ala

Arg

Cys

Leu

135

Leu

Leu

ES 2392508 T3

Gly

Met

Val

val

Arg

120

Arg

Phe

Asn

Val

Arg

Val

Glu

103

Arg

Leu

Phe

Met

Gly

Asp

Leu

20

Ala

His

Pro

Phe

Leu
170

75

Asp

Met

75

Phe

Leu

His

Ala

Lys

155

Glu

Ile

60

Lys

Asn

Arg

Pro

Leu

140

Leu

Ala

Phe

Met

Pro

Glu

Asp

125

Ile

Pro

Asp

Asp

Asp

Lys

110

Gln

Ser

Gly

Ala

Arg

Lys

Ala

95

Val

Pro

Ile

Asp

Asp
175

Val

Thr

80

Lys

Tyr

Gly

Gly

Thr

160

Pro



10

Ile Pro Ris Phe Thr Asp Leu
1 5

Lys Ala Gly Trp Asn Glu Leu
20

Met Gly Val Glu asp Gly Ile
as

Arg Ser Ser Ala His Gln Ala
50 11

Leu Sexr Glu Leu Val Ala Lys
65 70

Glu Leu Gly Cys Leu Axg Ser
85

Gly Leu Asn Cys Val Asn Agp
100

Ala Ala Leu Glu Glu Tyr Thr
115

Arg Phe Ala Lys Leu Leu Leu
130 135

Leu Lys Cys Leu Glu Tyr Leu
145 150

Pro L.eu Asp Ser Tyr Leu Met
165

Ser Val Thr Pro Pro Thr Ser
180

<210> 43

<211>176

<212> PRT

<213> Tenebrio molitor

<400> 43

ES 2392508 T3

Pro

Leu

Val

40

Gly

Met

Ile

Val

Arg

120

Arg

bhe

Lys

Ile

Ile

25

Leu

Val

Lys

val

Glu

105

Thr

Leu

Leu

Met

Glu

10

Ala

Ala

Gly

Glu

Leun
80

Ile

Thr

Pro

Phe

Leu
17¢

76

Asp

Ser

Thr

Ala

Met

75

Phe

Leu

Ala

Lys
155

val

Gln

Phe

Gly

Ile

60

Lys

Asn

Arg

Pro

Leu

140

Leu

Asp

val

Ser

Leu

45

Phe

Ile

Pro

Glu

Asp

125

Arg

Ile

Agn

val

Eis

30

val

Asp

Asp

Asp

Lys

110

Glu

Ser

Gly

Pro

Ley

15

Arg

Ile

Arg

Lys

Ala
95

Val

Pro

Ile

Asp

Asn
175

Leu

Ser

Eis

Val

Thr

B8O

Lys

Tyr

Gly

Gly

Thr

160

Thrx



10

Ile Pro

Arg Ala

Ile Gin

Lys Thr
50

Leu Ser
65

Glu Leu

Gly Ile

Gly val

Arg Phe
130

Leu Lys
145

Pro Ile

<210> 44
<211>176

<212> PRT

His

Gly

Ala

35

Ser

Glu

Gly

Lys

Leu

115

Ala

Cys

Asp

Phe

Trp

20

Gln

Ala

Leu

Cys

Ser
100

Glu

Lys

Ser

Thr

<213> Apis mellifera

<400> 44

Thr

Asn

Asp

His

Val

Leu

B5

val

Glu

Leu

Glu

Phe
165

Ser

Glu

Ala

Ala

Asn

70

Arg

Gln

Leu

His
150

Leu

ES 2392508 T3

Leu Pro Met Ser Asp
10

Leu Leu Ile Ala ala
25

Ile Val Leu ala Thr
40

Val Gly Val Gly Asn
1

Lys Met Lys Glu Met
75

Ala Ile Ile Leu Tyr
90

Glu vVal @lu Met Leu
105

Thr Arg Thr Thr His
120

Leu Arg Leu Pro Ala
135

Leu Phe Phe Phe Lys
155

Met Glu Met Leu Glu
170

77

Gln Val Leu Leu Leu
is

Phe Ser His Arg Ser
30

Gly Leu Thr val Asn
45

Ile Tyr Asp Arg Val
60

Lys Met Asp Lys Thr
80

Asn Pro Thr Cys Arg
-85

Arg Glu Lys Ile Tyr
110

Pro aAsn Glu Pro Gly
125

Leu Arg Ser Ile Gly
140

Leu Ile Gly Asp Val
150

Ser Pro Ala Asp Ala
175



10

15

Ile

Ile

Arg

Leu

65

Glu

Gly

Gly

Leu
145

Pro

Ala

Asp

Asn

50

Ser

Leau

Leu

Ala

Phe

130

Lys

Pro Ile

<210> 45

<211> 711

<212> ADN

His

Gly

Val

a5

Ser

Glu

Gly

Lys

Leu

115

Ala

Cys

Asp

Phe Thr Ser Leu

Trp Asn Glu Leu
20

Lys Asp Gly Ile

Ala Gln @ln Ala
58

Leu Val Ser Lys
70

Cys Leu Arg Ser
85

Ser Ile Gln Glu
100

Glu Gly Tyr Cys

Lys Leu Leu Leu
135

Leu Glu Tyr Leu
150

Asp Phe Leu Val
165

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2392508 T3

Pro

Leu

Val

40

Gly

Met

Ile

val

Arg

120

Arg

Phe

Glu

Leu

Ile

25

Leu

Val

Arg

Ile

Thr
105

val

Leu

Phe

Met

<223> Dominio de union a ligando de RXR quimérico

<400> 45

Glu

10

Ala

Ala

Gly

Glu

Leu

20

Leu

Ala

Pro

Phe

Leu
170

78

Asp

Ser

Thr

Thr

Met

75

Phe

Leu

Trp

Ala

Lys
155

Glu

Gln

Phe

Gly

Ile

&0

Lys

Asn

Arg

Pro

Ile

140

Met

Ser

vVal Leu

Ser His
30

Ile Thr
45

Phe Asp

Met Asp

Pro Glu

Glu Lys
110

Asp Asp
125

Arg Ser

Tle Gly

Arg Ser

Leu
15

Arg

val

val
95

Ile

Ala

Ile

Asp

Asp
175

Leu

Ser

His

Val

Thy

80

Arg

Tyr

Gly

Gly

Val
160

Pro



10

15

gccaacgagy
actgagacat
accaacatct
atcccacact
aacgagcetge
ctggcecaceg
tttgacaggay
gaacttggct
gcccaggaag
acaacacatc
cgttccatag
ccaattgata
<210> 46

<211> 236

<212> PRT

acatgectgt
acgtggagge
gtcaagcagc
tttetgaget
tgatcgcecetce
gcctgecacgt
tgctaacaga
gcttgegate
ttgaacttet
ccgatgaacc
gccttaagty

cgttectgat

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2392508 T3

agagaagatt
aaacatgggg
agacaagcay
goacctagac
cttcteoecae
acaccggaac
gctggtgtet
tgttattett
acgtgaaaaa
aggaagattt
tttggagcat

ggagatgctt

ctyggaagecy
ctgaacccca
ctetteacte
gaccaggtca
cgcteocatag
agcgectcaca
aagatgegtg
ttcaatccag
gtatatgecy
gcaazaacttt
ttgtttttet

gaatcacctt

<223> Dominio de union a ligando de RXR quimérico

<400> 46

agcttgetgt
gctcaccaaa
ttgtggagtg
tcctgetacg
ctgtgaaaga
gtgctggggt
acatgcagat
aggtgagggg
ctttggaaga
tgettegtet
ttcgoettat

ctgattcata

cgagcocaag
tgacectgtt
ggccaagagg
ggcaggctgg
tgggattete
gggegecate
ggacaagact
tttgaaatecc
atatactaga
gccttcettta
tggagatgtt

a

Ala Asn Glu Asp Met Pro Val Glu Lys Ile Leu Glu Ala Glu Leu Ala

1

5

10

15

Val Glu Pro Lys Thr Glu Thr Tyr Val Glu Ala Asn Met Gly Leu Asn

20

25

30

Pro Ser Ser Pro Asn Asp Pro Val Thr Asn Ile Cys Gln Ala Rla Asp

35

40

79

45

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

711



10

Lys

Ser

&5

Asn

Asp

Hisg

Val

Leu

145

Ala

Glu

Leu

Glu

Phe
225

Gln

50

Glu

Glu

Gly

Sex

Ser

130

Arg

Gln

Tyr

Leu

His

2190

Leu

<210> 47

<211> 441

<212> ADN

Leu

Leu

Leu

Ile

Ala

115

Lys

Ser

Glu

Thr

Leu

195

Leu

Met

Phe

Pro

Leu

Leu

100

Gly

Met

Val

val

Arg

180

Arg

Phe

Glu

Thr

Leu

Ile

g5

Leu

Val

Arg

Ile

Glu

165

Thr

Leu

Phe

Met

Leu

Asp

70

Ala

Ala

Gly

Asp

Leu

150

Leu

Thr

Pro

Phe

Leu
230

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 47

Val

55

Asp

Ser

Thr

Ala

Met

138

Phe

Leu

His

Ser

Arg

215

Glu

ES 2392508 T3

Glu

Gln

Phe

Gly

Ile

129

Gin

Asn

Arg

Pro

Leu

200

Leu

Ser

Trp

Val

Ser

Leu

105

Phe

Met

Pro

Glu

Asp

185

Arg

Ile

Pro

Ala

Ile

His

&0

His

Asp

Asp

Glu

Lys

170

Glu

Ser

Gly

Ser

80

Lys

Leu

75

Arg

Val

Arg

Lys

Val

155

Val

Pro

Ile

Asp

Asp
235

Arg

60

Leu

Ser

His

val

Thr

140

Arg

Tyx

Gly

Gly

Val

220

Ser

Ile

Arg

Ile

Arg

Leu

125

Glu

Gly

Ala

Arg

Leu

205

Pro

Pro

Ala

Asn

1190

Thr

Leu

Leu

Ala

Phe

1920

Lys

Ile

His

Gly

Val

95

Ser

Glu

Gly

Lys

Leu

175

Ala

Cys

Asp

the

Trp
80
Lys
Ala
Leu
Cys
Ser
160
Glu
Lys

Leu

Thr



atgaagctac
tgctcecaaag
tcteccaaaa
ctagaaagac
ttgaaaatayg
aatgtgaata
acattgagac

caaagacagt

tgtettectat
aaaaaccgaa
ccaaaaggtce
tggaacagct
attctttaca
aagatgecgt
agcatagaat

tgactgtatc

ES 2392508 T3

cgaacaagca
gtgcgcecaag
tceogeotgact
atttctactyg
ggatataaaa
cacagataga
aagtgcgaca

g

tgcgatattt geccgacttaa
tgtctgaaga acaactggga
agggcacatc tgacagaagt
atttttccte gagaagacct
gcattgttaa caggattatt
ttggcttcag tggagactga

tcatcatcgg aagagagtag

aaagctcaag
gtgtegetac
ggaatcaagg
tgacatgatt
tgtacaagat
tatgccteta

taacaaaggt

60

120

180

240

300

360

420

441

<210> 48

<211> 147

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 48

Ile Glu

Gln Ala

10

Met Lys Leu Leu Ser Ser Ile Leu

1 5

Cys Asp Arg

15

Cys

Lys Lys Leu Lys Ser Glu Pro ala Leu

20

Cys Lys Lys

25

Lys Cys Lys

30

Cys

Asn Glu

35

Lyg Asn Trp Cys Arg Tyr Ser Pro Lys Thr Ber Pro

40

Lys
45

Arg

Thr Ala

50

Thr
55

Leu Arg His Leu Glu Vval Glu Ser Arg Leu Glu Arg Leu

Glu
65

Gln Phe Ile Phe Met 1Ile

80

Leu Pro

70

Leu Leu Arg Glu Rsp Leu

75

Asp

Met Ser Leu Gln ile Ala Leu Thr Leu

8BS

Leu Lys Asp Asg Lys Leu Gly
P

20

Phe Val Gln Asp Asn Val Asn Ala Val Thr Leu Ala

100

Lys Asp

105

Asp Arg

110

Val &1lu

115

Thr Thr His Ile

125

Leu Leu Ser

120

Ser Asp Met Pro Arg Gln Arg

Ala Thr

130

Glu
135

Ser Ser Ser Glu Ser Ser Asn Lys Gly @ln Gln Leu

1490

Arg

81
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15

20

Thr Val Ser
145

<210> 49

<211> 606

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 49
atgaaagegt taacggecag

cagacaggta tgcegeecgac

aacgeggcetyg aagaacatcet

ggogeoatcac gogggatteg

cgtgtggectg ccggtgaace

gateccttcct tattcaagcec

aaagatatcg gcattatgga
aacggtcagg tcgttgteoge
cagggcaata aagtcgaact
cttegteage agagettcac
tggetg

<210> 50

<211> 202

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 50

ES 2392508 T3

gcaacaagad
gogtgcggaa
gaaggcgctg
tetgtigeag
acttctggcyg
gaatgctgat
tggtgactty
acgtattgat
gttgccagaa

cattgaaggg

gtgtttgatc
atcgcgecage
gcacgcaaay
gaagaggaag
caacagcata
ttecctgetge
ctggcagtgce
gacgaagtta
aatagcgagt

ctggeggtty

82

tecatecgtga
gtttggggtt
gcgttattga
aagggttgcce
ttgaaggtca
gegtcagegg
ataaaactca
ccgttaageg
ttaaaccaat

gggttattcy

tcacatcage
cecaticeocea
aattgtttce
getggtaggt
ttatcaggtce
gatgtcgatg
ggatgtacgt
cctgaaaaaa
tgtegtagat

caacggcygac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

606



10

ES 2392508 T3

Arg

Ala

Lys

Arg

Gly

Gly

Leu

Gly

Lys
160

Pro

Ala

Met Lys Ala Leu Thr Ala Arg Gln Gln Gilu Val Phe Asp Leu Ile
1 5 1¢ 15
Asp His Ile Ser Gln Thr Gly Met Pro Pro Thr Arg Ala Glu Ile
20 25 3c
3ln Arg Leu Gly Phe Arg Ser Pro Asn Ala Ala Glu Glu His Leu
35 40 45
Ala Leu Ala Arg Lys Gly Val Ile Glu Ile Val Ser Gly Ala Ser
50 55 60
Gly Ile Arg Leu Leu Gln Glu Glu Glu Glu Gly Leu Pro Leu Val
65 70 75
Arg Val Ala Ala Gly Glu Pro Leu Leu Ala Gln Gln His Ile Glu
85 S0 95
His Tyr Gln Val Asp Pro Ser Leu Phe Lys Pro Asn Ala Asp Phe
100 105 119
Leu Arg Val Ser Gly Met Ser Met Lys Asp Ile Gly Ile Met Asp
115 120 125
Asp Leu Leu Ala Val His Lys Thr Gln Asp Val Arg Asn Gly Gln Val
130 135 140
Val Val Ala Arg Ile BAep Asp Glu Val Thr Val Lys Arg Leu Lys
145 150 155
Gln Gly Asn Lys Val Glu Leu Len Pro Glu Asn Ser Glu Phe Lys
185 170 175
Ile Val Val Asp Leu Arg Gln Gln Ser Phe Thr Ile Glu Gly Leu
180 i85 150
Val Gly Val Ile Arg Asn Gly Asp Trp Leu
195 200
<210> 51
<211> 271
<212> ADN

<213> Virus herpes simplex 7

<400>

51

83



ES 2392508 T3

atgggcceta aaaagaagceg taaagtegec ceccegaceg atgteagect gggggacgag 60
ctecacttag acggogagga ¢gtggegatg gegeatgoog acgegetaga cgatttcegat 1290

ctggacatgt tgggggacgg ggattececg gggecgggat ttaccececa cgacteocgee 180

ccctacggeg ctotggatat ggcegactte gagtttgage agatgtttac cgatgecctt 240
ggaattgacg agtacggtgyg ggaattcccg g 271
<210> 52
5
<211> 90
<212> PRT

10  <213> Virus herpes simplex 7

<400> 52

Met Gly Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ala Pro Pro Thxr Asp Val Ser
1 5 10 15

Leu Gly asp Glu Leu His Leu Asp Gly Glu Asp Val Ala Met Ala His
20 25 30

Ala Asp Ala Leu Asp Asp Phe Asp Leu Asp Met Leu Gly Asp Gly Asp
35 40 45

Ser Pro Gly Pro Gly Phe Thr Pro His Asp Ser Ala Pro Tyr Gly Ala

50 55 &0

Leu Asp Met Ala Asp Phe Glu Phe Glu Gln Met Phe Thr Asp Ala Leu
65 70 75 80

Gly Ile Asp Glu Tyr Gly Gly Glu Phe Pro

85 8qQ

15

<210> 53

<211> 307
20

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae
25 <400> 53

84
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15

20

25

ES 2392508 T3

atgggtgete cteccaaaaaa gaagagaaadg gtagetggta
tgcaatgcca tcattgagca gtttatcgac tacctgeogea
gaaatggcag atcaggcgat taacgtggtyg ccgggratga
googggcocege cgatcecagece tgactggetg aaatcgaaty
gatgttaacg ataccagcct- cttgetgagt ggagatgeet

gattatg

<210> 54

<211>102

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 54

Met Gly Ala Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val
1 5 10

Asp Ile Glu Glu Cys Asn Ala Ile Ile Glu Gln
20 25

Arg Thr Gly Gln Glu Met Pro Met Glu Met Ala
3s 40

Val val Pro Gly Met Thr Pro Lys Thr Ile Leu
50 55

Ile Gln Pro Asp Trp Leu Lys Ser Asn Gly Phe
€5 70 75

Agp Vzl Asn Asp Thr Ser Leu Leu Leu Ser Gly
85 90

Tyr Asp Val Pro Asp Tyr
100

<210> 55

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Elemento de respuesta de GAL4

85

tcaataaaga tatcgaggayg

cocggacagga gatgccgatg

cgccgaaaac cattctteac

gttttocatga aattgaageg

cctaccectta tgatgtgcca

Ala

Phe

Asp

His

60

Hie

Asp

Gly

Ile

Gln

45

Ala

Glu

Ala

Ile Asn Liys
15

Asp Tyr Leu
30

Ala Ile Asn

Gly Pro Pro

Ile Glu Ala

B8O

Ser Tyr Pro

60

120

180

240

300

307
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15

20

25

30

<400> 55

ggagtactgt ccteccgage

<210> 56

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2392508 T3

<223> Elemento de respuesta de 2xLexAop

<400> 56

ctgctgtata taaaaccagt ggttatatgt acagta

<210> 57

<211> 334

<212> PRT

<213> Choristoneura fumiferana

<400> 57

Pro
i

Lys

val

Glu

Leu

€5

Gln

Gin

Glu

Lys

Asp

Ala

50

Leu

Gln

Pro

Cys

Ala

Asp

35

Glu

Phe

Ser

val

Gln

20

His

Arg

Thr

Leu

Asp
100

val

Lys

Met

Ile

Asn

Ile

8s

Glu

Pro

Glu

Pro

Hia

Arg

70

Ala

Asp

Glu

Lys

Pro

Glu

5%

Gln

Arg

Leu

Thr

Asp

Ile

40

val

Lys

Leu

Lys

Gln

Lys

25

Met

Val

Asn

Ile

Arg
105

cys

10

Leun

Gln

Pro

Ile

Trp
=14

Ile

86

Ala

Pro

Cys

Arg

Pro

75

Thr

Met

val

Glu

Phe

&0

Gln

Gln

Gln

Lys

Ser

Pro

45

Leu

Leu

Asp

Thr

Arg

Thr

30

Pro

Ser

Thr

Gly

Trp
110

Lys
15

Thr

Pro

Asp

Ala

Tyr
o5

Gln

Glu

Thr

Pro

Lys

Asn

80

Giu

Gln

19

36



5

Ala Asp

Glu Met
130

Leu Pro
148

Lys Ala

Asp Ala

Arg Asp

Leu His
210

225

Glu Gln

Leu arg

Val Ile

Gly Met
250

Lys Leu
305

His Thr

<210> 58

<211> 549

<212> PRT

Asp
115

Thr

Gly

Ala

Asn

195

Phe

Leu

Pro

Ile

Tyr

275

Gln

Pro

Gln

Glu

Ile

Phe

Ser

Sexr
180

Tyr

Cys

Leu

Gln

Tyr

260

Gly

Asn

Pro

Pro

Asn

Leu

Ala

Ser

165

Asp

Arg

Arg

Thr

Leu

245

Ile

Lys

Ser

Phe

Pro
325

Glu

Thx

Lys

150

Glu

Ser

Lys

Cys

Ala

230

Val

Leu

Tle

Asn

Leu

310

Pro

Glu

Val

135

Ile

Val

Val

Ala

Met

215

Val

Glu

Asn

Leu

Met

295

Glu

Ile

ES 2392508 T3

Ser

120

Gln

Ser

Met

Len

Gly

200

Tyr

Val

Glu

Gln

Ser
280

Cys

Glu

Leu

Asp

Leu

Gln

Met

Phe

las

Met

Ser

Ile

Ile

Leu

265

Ile

Ile

Ile

Glu

Thr

Jle

Leu

170

Ala

Ala

Met

Phe

Gln

250

Ser

Leu

Ser

Trp

Ser
330

87

Pro

Val

Asp

158

Arg

Asn

Tyr

Ala

Ser

235

Arg

Gly

Ser

Leu

Asp

31s

Pro

Phe

Glu

140

Gln

Val

Asn

Val

Leu

220

Asp

Tyr

Ser

Glu

Lys

300

val

Thr

Arg

125

Phe

Ile

Ala

Gln

Ile

205

Asp

Arg

Tyr

Ala

Leu

285

Leu

Ala

Asn

Gln

Ala

Thr

Arg

Ala

120

Glu

Asn

Pro

Leu

arg

270

Arg

Lys

Bsp

Leu

Ile

Lys

Leu

Arg

175

Tyr

Asp

Ile

Gly

Asn

255

Ser

Thr

Asn

Met

Thr

Gly

Leu
160

Tyr

Thr

Leu

His

Leu

240

Thr

Ser

Leu

Arg

Ser
320



<213> Drosophila melanogaster

<400> 58

Arg Pro Glu

1

Glu

Ser

Phe

His

65

Ala

Lys

Leu

Val

Ile

145

Glu

Leu

Ala

Lys

Gln

val

50

Ala

Arg

Leu

Ser

130

Val

Asp

arg

Asn

Lys

His

35

Lys

Thr

Asn

Ile

Arg

115

Phe

Glu

Gln

Met

Asn
155

Cys

Ala

20

Gly

Lys

Ile

Ile

Trp

150

Ile

Arg

Phe

Ile

Ala
180

Val

Gln

Gly

Glu

Pro

Pro
85

Tyr

Met

His

Ala

Thr

1865

Arg

Ser

Val

Lys

Asn

Ile

Leu

70

Ser

Gln

Ser

Ile

Lys

150

Leu

Arg

Tyr

Pro

Glu

Gly

Leu

55

Leu

Leu

Asp

Gln

Thr

135

Gly

Leu

Tyr

Thr

ES 2392508 T3

Glu

Lys

Ser

40

Asp

Pro

Thr

Gly

Pro

120

Glu

Leu

Lys

ASp

Arg
200

Asn

Asp

2%

Leu

Leu

Asp

Tyr

105

Asp

Ile

Pro

Ala

His
i85

Asp

Gln

10

Lys

Ala

Met

Glu

Agsn

80

Glu

Glu

Thr

Ala

Cys

170

Ser

Ser

88

Cys

Met

Ser

Thyr

Tle

75

Gln

Gln

Asn

Ile

Phe

155

Ser

Ser

Tyr

Ala

Thr

Gly

Cys

60

Leu

Leu

Pro

Glu

Leu

140

Thr

Ser

Asp

Lys

Met

Thr

Gly

45

Glu

Ala

Ala

Ser

Ser

125

Thr

Lys

Glu

Ser

Met
205

Lys

Ser

o

Gly

Pro

Lys

Val

Glu

110

Gln

val

Ile

Val

Ile

190

Ala

Arg

15

Pro

Gln

Pro

Cys

Ile

95

Glu

Thr

Gln

Pro

Met

175

Phe

Gly

Arg

Ser

Asp

Gln

Gln
89

Tyr

Asp

Asp

Leu

Gln

160

Met

Phe

Meat



Ala

Met

225

Phe

Gln

Cys

Leu

Ser
305

Trp

Thr

Ser

Thr

Gln

385

Gln

3Gln

Gin

Asp
210

Lys

Ser

Ser

Gly

Thr

2850

Leu

hsp

Gln

Val

Ser

370

Pro

Pro

Pro

Pro

Asn

val

Asp

Tyr

Asp

275

Glu

Lys

Val

Glu

Gly

355

Ala

Gln

Gln

Gln

Gln
43S

Ile

Asp

Arg

TYyT
260

Serxr

Leu

His

Glu

340

Gy

Ala

Pro

Leu

Leu

420

Pro

Glu

Pro

245

Ile

Met

Arg

Lys

Ala

325

Aszsn

Ala

Ala

Ser

Gln

405

Gln

Gln

Asp

Val

230

Gly

Asp

Ser

Thr

Asn

310

Ile

Ela

Ile

Ala

Ser

390

Pro

Pro

Leu

Leu
215

Glu

Leu

Thr

Leu

Leu

2395

Arg

Pro

Arg

Thr

hAla

375

Leu

Gln

Gln

Leu

ES 2392508 T3

Leu

Giu

Leu

Val

280

Gly

Lys

Pro

Leu

Ala

360

Ala

Thr

Leu

Leu

Pro
440

His

Ala

Lys

Arg

265

Phe

Asn

Leu

Ser

Gliu

345

Gly

Gln

Gln

Pro

Gln

425

val

Phe

Leu

Ala
250

Ile

Gln

Pro

Val

330

Arg

Ile

His

Asn

Pro

410

Thr

Ser

89

Cys

Leu

235

Gln

Tyr

Ala

Asn

Lys

318

Gln

Ala

Asp

Gln

Asp

385

Gln

Gln

Ala

Arg
220

Leu

Ile

Lys

ala

300

Phe

Sex

Glu

Cys

Pro

380

Ser

Leu

Len

Pro

Gln

Ala

Val

Leu

Leu

285

Glu

Leu

His

Arg

Asp

365

Gln

dln

Gln

Gln

val
445

Met

Ile

Glu

Asn

270

Leu

Met

Glu

Leu

Mel

350

Ser

PYro

Hisz

Gly

Pro

430

Pro

Phe Ser

val Ile

240

Ala Ile
256

Arg His

Ser Ile

Cys Phe

Glu Ile
320

Gln Ile
335

Arg Ala

Ala Ber

Gln Pro

Gln Thr

400

Gln Leu
415

Gln Ile

Ala Ser



10

vVal Thr

450

Met
465

Gly

Ser Ile

Met:

Gly

Met

Ala

Gly

Thr

Asn

Ala

Pro Gly

Ser Ala

Ser

Ala

ES 2392508 T3

455

47¢

Ala
485

ala

Gly Vval

500

Asn Ala

515

Ser
530

His

His Ser

545
<210> 59
<211> 1288

<212> ADN

His

Thr

Gln Glu

Thr Ala

<213> Choristoneura fumiferana

<400> 59

aagggcectg
ggataccact
accaaaaatg
cgacggaaat
tgcgtagtac
aaggacaaac
tgtgaacctce
gacaagctgt
ttcecttateg
ttgaagagga

cecctteogee

cgcccegtea
acaatgcget
cggtttatat
gccaggagty
cegagactea
tgcctgteag
caccteoctga
tggagacaaa
ccaggcteat
ttacgcagac

agatcacaga

Val

Gly

Gln

Gln

520

535

gcaagaggaa
cacgtgtgaa
ttgtaaattc
ccgectgaag
gtagcgccaty
cacgacgacyg
agcagcaagyg
cocggoagaaa
¢tggtaccag
gtggcagcaa

gatgactate

475

490

Val Gly Val Gly Val
505

Thr Ala Met Ala Leu

Leu Ile Gly Gly Val

ctgtgtetgy
gggtgtaaag
ggtcacgett
aagtgettag
aageggaaag
gtggacgacc
attcacgaag
aacatccecee
gacgggtacy
gcggacgatg

ctcacggtcee

90

460

Leu Ser Ala Val Ser Thr Ser Ser Glu Tyr

Ile Gly Pro Ile Thr Pro Ala Thr Thr Ser

480

Thr Ala Ser Ser Thr Thr Ser Ala Val Pro

495

Gly Gly Asn Val Ser
510

Met Gly Val Ala Leu

525

Ala Val Lys Ser Glu

540

tatgcgggga
ggttcettcoag
gcgaaatgga
ctgtaggcat
agaagaaagc
acatgecgee
tggtcccaag
agttgacage
agcagcctte
aaaacgaaga

aacttategt

cagagectec
acggagtgct
catgtacatg
gaggcctgag
acagaagday
cattatgcay
gtttctetee
caaccagcag
tgatgaagat
gtctgacact

ggagttcgey

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
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15
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aagggattge
tgctecaagtg
gttetgtteg
tacgtcateg
atccattacyg
ccgcaactgy
aaccagectga
tetgagectac
aatagaaagc

caacegecgc

cagggttege
aggtaatgat
¢gaacaacca
aggatctact
egetgeteac

tggaagaaat

gecgggtegge gogtteogtee gteatatacg
acacgcteogg catgcaaaac tcoccaacatgt
tgecgecttt cctegaggag atctgggatg

ctatectega gteccccacg aatctetage

ES 2392508 T3

caagatcteg
gctececgagte

agegtacact

‘geacttetge

ggectgtegte

ccageggtac

cagectgate
goegegacgat
cgcgacaact
cggtgcatgt
atcttttctg

tacctgaata

tcoccagoag gcagaagtat

aagtccccag geteeccage

accatagtee cgecectaac

tctecgeooece atggctgact

tetgagetat tcocagaagta

gatgeecgegt ceggecgege tgetetga
<210> 60
<211> 309
<212> ADN
<213> Virus de simio 40
<400> 60

ggtgtggaaa gtccceagge
agtcagcaac caggtgtgga
tgcatcectcaa ttagtcagea
cteocogoceoeag ttcogoccat
aggecegagge cgcctecggec
gectagget
<210> 61
<211>24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> promotor minimo E1b sintético
<400> 61

tatataatgg atccecegggt aceg

<210> 62

91

aaattacact
acgatgcgge
accgecaaggce
actctatggce
accggecagyg
cgctecgeat
gcaagatccet
geatcteocet
tggcggacat

cectgegege

gcaaagcatyg
aggcagaagt
tecgeecate

aattttttet

gtgaggagge

gcttaagget
ctcagacagt
tggeatggcec
gttggacaac
gttggageag
ctatatcctg
ctcaatecte
caagcteocaag
gtecgeacace

acgcatcgec

catctcaatt
atgcaaagea
cogecectaa
atttatgeag

ttttttggag

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1288

60

120

150

240

300

309



10

<211> 1653

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> gen de luciferasa

<400> 62
atggaagacg
acegectggag
gettttacag
gtteggtigg
tgcagtgaaa
gecagttgege
tecgragecta
aaaaaattac
tttcagtega
tttgtaceay
tctactgggt
catgecagayg
gttecatteoe
cgagtcgtct
aaaattcaaa
attgacaaat
aaagaagtecg
gggctcactg
gcggteggta
acgctgggcg
tatgtaaaca
ggagacatag
ttaattaaat

caccccaaca

ccaaaaacat
ageaactgea
atgcacatat
cagaagctat
actctettea
cogegaacga
cegtagtgtt
caataatcca
tgtacacgtt
agtcctttga
tacctaaggg
atcectattet
atcacgattt
taatgtatag
gtgagttget
acgatttatce
gggaageggt
agactacatc
aagttgtetec
ttaatcagag
atccggaage
cttactggga
acaaaggata

tettegacge

ES 2392508 T3

aaagaaaggc
taaggctatg
cgaggtgaac
gaaacgatat
attcetiatyg
catttataat
tgtttecaaa
gaaaattatt
cgtcacatet
tcgtgacaaa
tgtggccett
tggcaateaa
tggaatgttt
atttgaagaa
agtaccaacc
taatttacac
tgcaaaacgg
agctattetg
attttttgaa
aggcgaatta
gaccaacgce
cgaagacgaa
teaggtggec

gggcgtggca

ceggcgeccat tetatcectet

aagagatacg cectagttce

atcacgtacg cggaatactt

gggctgaata caaatcacag

coeggtgttgg gegegttatt

gaacgtgaat
aaggggttge
atcatggatt
catctaccte
acaattgcac
coegeatagaa
atcatteegg
actacacteg
gagctgttte
ctatttteat
gaaattgctt
tteratette
attacacccg
gcgaaggttyg
tgtgteagag
ttgattgaca
cacttetteoa
cccgctgaat

ggtctteceg

92

tgctcaacag
aaaaaatttt
ctaaaacgga
ccggttttaa
tgataatgaa
ctgectgegt
atactgcgat
gatatttgat
tacgatcect
tcttegecaa
ctgggggcegc
cagggatacyg
agggggatga
tagatctgga
gacctatgat
aggatggatg
tagttgacecg
tggaategat

acgatgacgce

agaggatgga
tggaacaatt
cgaaatgtec
aatcgtegta
tateggagtt
tatgaacatt
gaacgtgcaa
ttaccaggga
tgaatacgat
ttocectetgya
cagatteteg
tttaagtgtt
atgtggattt
tcaggattac
aagcactctg
acctettteg
acaaggatat
taaaccggge
taccgggaaa
tatgteoeggt
gotacattet
cttgaagtct
attgttacaa

cggtgaactt

60

120

180

240

3go

360

420

480

540

600

660

720

780

B840

200

$60

1020

1080

1140

1290

1260

1320

1380

1440
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15
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30

35

caccecaaca
cecegeogeeyg
tacgtcgcoca
gaagtaccga

aaggccaaga

tettegacge
ttgttgtttt
gtcaagtaac

aaggtcttac

agggocggaaa

<210> 63

<211> 18

<212> ADN

<213> Mus musculus
<400> 63

ccacatcaag ccacctag

<210> 64

<211> 18

<212> ADN

<213> Locusta migratoria
<400> 64

tcaccttctg attcataa
<210> 65

<211> 1054

<212> ADN

<213> Choristoneura fumiferana

<400> 65

cctgagtgeg tagtaccega

aaggagaagy
atgcagtgtg
cktctecgaca
cagcagttce
gaagatttga
gacacteect
tteogogaagg

aaggctiget

acaaactgcce
aaccteocace
agctgttgga
ttatcgccay
agaggattac
tcegocagat
gattgccagy

caagtgaggt

ES 2392508 T3

gggcgtggea
ggagcacgga
aaccgcgaaa
cygaaaacte

gtcecaaattg

gactcagtge
tgtecagcecacy
tectgaagea
gacaaaccgyg
geteocatctgyg
gcagacgtag
cacagagatg
gttegecaay

aatgatgcetce

agtctteceg acgatgacge
aagacgatga cggaaaaaga
aagttgegeyg gaggagttgt
gacgcaagaa aaatcagaga

taa

geeatgaage ggaaagagaa

acgacggtag
gcaaggatte
cagaaaaaca
taccaggacg
cagcaagegg
actatectcea
atetegeage

cgagtegege

93

acgaccacat
acgaagtygt
tccececagtt
ggtacgagca
acgatgaaaa
cggtcecaact
ctgatcaaat

gacgatacga

cggtgaactt
gategtggat
gtttgtggac

gateccteata

gaaagcacag
gcogeoccatt
cccaaggbtt
gacagccaac
gectitctgat
cgaagagtct
tatcgtoagag
tacgctgelt

tgecggcctea

1440

1500

1560

1e20

1653

60

120

180

240

300

360

420

480

540

18

18
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gacagtgtte tgttegecgaa caaccaagcg tacactegeg acaactaccg caaggcotgge 600
atgacctacyg tcatcgagga tctactgcace ttetgeeggt geatgtactcec tatggegttg 660
gacaacatee attacgeget gctcacgget gtegtcatet tttctgacog gccagggttg 720
gagcagcege aactggtgga agaaatccag cggtactace tgaatacget ccgeatctat 780
atcectgaace agctgagcogg gtoggegegt tegtecgteca tatacggeaa gatcctcetcea 840
atcctcotety agctacgcac getegdgecaty caaaactcca acatgtgcat ctecctcaag 200
ctcaagaaca gaaagetgee gectttecte gaggagatet gggatgtgge ggacatgteg 960
cacacccaac cgecegectat cctegagtee cccacgaatce tectagcccect gegegeacge 1020
atcgecocgatg cogegtoegyg ccgegetget ctga 1054
<210> 66
<211>798
5
<212> ADN
<213> Choristoneura fumiferana
10 <400> 66
teoggtgcagg taagcogatga gotgbcaate gagegectaa cggagatgga ghbctttggtyg 60
geagatceca gogaggagtt ccagttecte cgegtoggge ctgacageaa cgtgectcca 120
cgttaccgeg cgeccgtecte ctecctetge caaataggea acaagcaaat ageggegttg 180
gtggtatggy cgogcgacat cccteatkbte gggecagctgg agetggacga tcaagtggta 240
ctcatcaagg cctcoctggaa tgagetgecta ctettegeca tegectggeg ctetatggag 300
tatttggaag atgagaggga gaacggggac ggaacgcgga gcaccactca gccacaactg 360
atgtgteteca tgcctggcat gacgttgcac cgeaactogg cgcagcagge gggocgtgage 420
geeatctteg accgeatget gtcecgagetc agtctgaaga tgegecacett gegeatggac 480
caggccgagh acgbcgoget caaagccatc gtgetgetca accotgatgt gaaaggactg 540
aagaatcggc aagaagttga cgttttgcga gaaaaaatgt tcotcottgect ggacgactac 600
tgeeggeggt cgcgaagcaa cgaggaagge cggtttgegt ccttgetget geggetgeoea 660
gectcetoecget ccatcteget caagagcttc gaacacctet acttetteca cctogtggec 720
gaaggctcca tcagcggata catacgagag gegcetcoegaa accacgegeoe tocgatcgac 780
gtcaatgeca tgatgtaa 798
15 <210> 67
<211> 1650
<212> ADN

94
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<213> Drosophila melanogaster

95

<400> 67
cggccggaat gegtecgtccc ggagaaccaa tgtgcgatga agoggogega aaagaaggec 60
cagaaggaga aggacaaaat gaccacttcg ccgagcetete ageatggeogg caatggeage 120
ttggectetg gtggeggeca agactttgtt aagaaggaga ttcecttgacct tatgacatge 180
gagecgecce égcatgccac tatteccocgeta ctacectgatg aaatattggc caagtgteaa 240
gegegeaata taccttoectt aacgtacaat cagttggecyg ttatatacaa gttaatttgg 300
taccaggatg gctatgagca gocatctgaa gaggatcteca ggegtataat gagtcaacce 360
gatgagaacyg agagccaaiac ggacgtcagc ttteggcecata taaccgagat aaccatacte 420
acggtccagt tgattgttga gtttgctaaa ggtetaccag cgtttacaaa gataccccay 480
gaggaccaga tcacgttact aaaggcectge tegteggagg tgatgatget geogtatggea 540
cgacgctatg accacagetc ggactcaata ttcttegega ataatagate atatacgegg 600
gattcttaca aaatggoeegg aatggetgat aacattgaag acctgetgea tetetgecge 660
Caaatgttet cgatgaaggt ggacaacgbc gaatacgege ttetcactge cattgtgate 720
ttcteggace ggeegggect ggagaaggec caactagteg aagecgateca gagetactac 780
atcgacacge tacgeattta tatacteaac cgeocactgeg gegactcaat gagectegte 840
ttctacgecaa agetgectete gatectcace gagctgegta cgetgggcaa coagaacgec 8040
gagatgtgtt tctcactaaa getcaaaaae cgeaaactge ccaagttect cgaggagate 960
tgggacgtte atgcecatcocc gocateggte cagtegcace ttcagattac ccaggaggdag 1020
aacgagcgte tcgagegggce tgagegtatg cgggcategg ttgggggcege cattacegece 1080
ggcattgatt gegactctge ctecactteg geggeggeag cegeggococa geatcagect 1140
cagcctecage coccagococceca accectectce ctgacccaga acgattecca gecaccagaca 1200
cagccgcagce tacaacctca gctaccacct cagetgcaag gtcaactgca acccecagete 1260
caaccacagc ttcagacgca actccageca cagattcaac cacagoceaca getecttece 1320
gtcteoegete cegtgececge ctcocegtaacce geracctgghbt ccttgteege ggtcagtacy 1380
agcagcegaat acatgggogg aagtgcggcoce ataggaccca tcacgeoegde aaccaceagc 1440
agtatcacgg ctgecgttac cgctagetce accacatcag cggtaccgat gggcaacgga 1500
gttggagteg gtgttggagt gggcggcaac gtecagecatgt atgcgaacge ccagacggeg 1560
atggecctiga tgggtotage cctgcatteg caccaagagc agcttatcegg gggagtggeg 1620
gttaagtegyg ageactogac gactgeatag 1650
<210> 68
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<211> 1586
<212> ADN

<213> Bamecia argentifoli

96

<400> 68
gaattegegg ccgoctegcaa acttocgtac ctetcaccee ctcogecagga coccccgeea 60
accagttcac cgtcatctec tecaatggat actcatcecce catgtctteg ggcagetacg 120
acccttatag tececaccaat ggaagaatag ggaaagaaga getttogecg gegaatagtce 180
tgaacgggta caacgtggat agetgegatg cgtcecgeggaa gaagaaggga ggaacgggtce 240
ggcagcagga ggagctgtygt ctegtetgeg gagaccgcge ctocggetac cactacaacy 300
cecteacctg cgaaggetge aagggcettet tecgteggag catcaccaag aatgecegtet 360
accagtgtaa atatggaaat aattgtgaaa ttgacatgta catgaggcga aaatgccaayg 420
agtgtegtet caagaagtgt ctcagegttyg gecatgaggcc agaatgtgta gtteoccegaat 480
tccagtgtyge tgtgaagcga aaagagaaaa aagcgcaaaa ggacaaagat aaacctaact 540
caacgacgayg ttgttecteca gatggaatca aacaagagat agateeteoaa aggctggata 600
cagattegea gotattgtet gtaaatggag ttaaacccat tacteocagag caagaagage 660
tcatccatag gotagtttat tttcaaaatg aatatgaaca tecatccceca gaggatatca 720
aaaggatagt taatgctgca ccagaagaag aaaatgtage tgaagaaagg tttaggcata 780
ttacagaaat tacaattctc actgtacagt taattgtgga attttctaag cgattacctg 840
gttttgacaa actaattcgt gaagatcaaa tagctttatt zaaggcatgt agtagtgaag 900
taatgatgtt tagaatggeca aggaggtatg atgctgaaac agattegata ttgtttgecaa 980
ctaaccagcee gtatacgaga gaatcataca ctgtagetgg catgggtgat actgtggagg 1020
atctgeteeg attttgtega catatgtgtg ccatgaaagt cgataacgca gaatatgete 1080
ttecteoactge cattgtaatt ttttcagaac gaccatctet aagtgaagge tggaaggttg 1140
agaagattca agaaatttac atagaagcat taaaagcata tgttgaaaat cgaaggaaac 1200
catatgcaac aaccattittt gctaagttac tatctgtttt aactgaacta cgaacattag 1260
ggaatatgaa ttcagaaaca tgcttctcat tgaagctgaa gaatagaaag gtgccatect 1320
tcctegagga gatttgggat gttgtttcat aaacagtett acctcaatte catgttactt 1380
ttcatatttg atttateteca gcaggtggcht cagtacttat cctcacatta ctgageteac 1440
ggtatgcteca tacaattata actitgtaata tecatatcggt gatgacaaat ttgttacaat 1500
attetttgtt accttaacac aatgttgatc tcataatgat gtatgaatitt tbetgttttt 1560
gcaaaaaaaa aagoggecgce gaatte 1586
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15

20

<210> 69

<211>1109

<212> ADN

<213> Nephotetix cincticeps

<400> 69
caggaggagce
acctgcoaag
tccaaatacyg
cgactcaaga
tgtgeegtaa
accaatggcet
gaagacaaca
caagaggagce
gaggatctcea
tacaaacaca
aaactgecty
tcgagegagg
ctgttegeoca
gtecategaag
gagtatgctc

tggaaggttg

cgagtgaaac ctcgragtec gaccatctte geocaaactge tectecgtbet caccgagetg

cgaacacteog gcaaccagaa ctcocgagatg tgettotogt taszactacgc aaccgcaaac

tetgoetgtt
gatgcaaggyg
gcaccaattyg
agtgecteay
aaaggaaaga
cgoctgaaat
ggtacaactc
tcatccacag
agecggatcga
ttacggagat
gtttcgacaa
tgatgatgct
acaaccagcc
atctgetgeg
tgctcacgge

agaagatcca

ES 2392508 T3

gtgcggagac
cttectttegg
tgaaatagac
tgtagggaty
gaaaaaagct
gagaatagac
gagtacgece
gctegtctac
gaacctceec
cacaatacte
actactgaga
gceggatggeg
gtacacgecga
gttcggecoga
catcgtocatc

ggagatctac

atgecaccgt tccoctegaaga aatctgaga

<210> 70

<211> 401

<212> PRT

<213> Choristoneura fumiferana

<400> 70

cgagcgteay
aggagtatca
atgtatatgc
aggccagaat
caaaaggaca
caggacaacc
agtttcggag
ttecagaacg
tgtgacgacyg
acagtcecagce
gaggaccaga
cggaggtacg
gagtcgtaca
cteatgtact

ttctoegage

ctggaggege

97

gataccacpa
ccaaaaacgc
ggcgcaagtyg
gtgtagtacce
aagataaacc
gttgtgtggt
tcaaacccct
agtacgaaca
atgaccegtg
tcateogtgga
tegtgttget
acgtccagac
cgatggcagg
ccatgaaggt
gaccgaacct

tcaagtccta

caacgctcte
agtgtaccag
ceaggagtgce
tgagtatcaa
tgtectettea
grigcagagt
cagtccagaa
cectgeocgay
tgatgttegce
gtttgegaaa
caaggcgtgt
agactcgatc
cgtgggggaa
ggacaatgec
ggcggaagga

cgtggacaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1109



Cys

Thr

Ala

Met

Gly

65

Arg

Thr

Pro

Ser

Thr

145

Gly

Trp

Leu

Cys

Val

50

Met

Lys

Thr

Pro

Asp

130

Ala

Tyr

Gln

Val

Glu

Tyr

35

Arg

Arg

Glu

Thr

Pro

115

Lys

Asn

Glu

Gln

Cys

Gly

20

Ile

Lys

Pro

Lys

Val

100

Glu

Leu

Gln

Gln

Ala
180

Gly

Cys

Cys

Cys

Glu

Lys

85

Asp

Ala

Leu

Gln

Pro

165

Asp

Asp

Lys

Lys

Gln

Cys

70

Ala

Asp

Ala

Glu

Phe

150

Ser

Asp

Arg

Gly

Fhe

Glu

55

val

Gln

His

Arg

Thr

135

Leu

Asp

Glu

ES 2392508 T3

Ala

Phe

Gly

Cys

val

Lys

Met

Ile

1290

Asn

Ile

Glu

Asn

Ser

Phe

25

His

Arg

Pro

Glu

Pro

105

His

Ary

Ala

Asp

Glu
185

Gly

10

Arg

Ala

Leu

Glu

Lys

20

Fro

Glu

Gln

Arg

Leu

170

Glu

98

Tyr

Arg

Cys

Lys

Thr

75

Asp

Ile

val

Lys

Leu

155

Lys

Ser

His

Ser

Glu

Lys

60

Gln

Lys

Met

val

Asn

140

Ile

Arg

Asp

Tyr

Val

Met
45

Cys

Cys

Leu

Gln

Pro

125

Ile

Trp

Ile

Thr

Asn

Thr

30

Asp

Leu

Ala

Pro

Cys

110

Arg

Pro

Tyr

Pro
190

Ala

15

Lys

Met

Ala

Met

Val

S5

Glu

Phe

Gln

Gln

Gln

175

Phe

Leu

Asn

Tyr

Val

Lys

80

Ser

Pro

Leu

Leu

Asp

160

Thr



5

Gln

Ala

Thr

225

Arg

Ala

Glu

Asn

Pro

305

Leu

Arg

Lys

Asp

385

Leu

Ile

Lys

210

Leu

Arg

Tyr

Asp

Ile

290

Gly

Asn

Ser

Thr

Asn

370

Met

<210> 71

<211> 894

Thr

195

Gly

Leu

Tyr

Thr

Leu

275

His

Leu

Thr

Ser

Leu

355

Arg

Ser

Glu

Leu

Lys

Asp

Arg

260

Leu

TYyX

Glu

Leu

val

340

Gly

Lys

His

Met

Pro

Ala

Ala

245

Asp

His

Ala

Gln

Arg

325

Ile

Met

Leu

Thr

Thr

Gly

Cys

230

Ala

Asn

Phe

Leu

Pro

310

Ile

Tyr

Gln

Pro

Gln
390
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Ile

Phe

215

Ser

Ser

Tyr

Cys

Leu

285

Gln

Tyr

Gly

Asn

Pro

375

Pro

Leu

200

Ala

Ser

Asp

Arg

Arg

280

Thr

Leu

Ile

Lys

Ser

360

Phe

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

Lys

265

Cys

Ala

Val

Leu

Ile

345

Asn

Leu

Pro

99

Val

Ile

val

val

250

Ala

Met

vVal

Glu

Asn

330

Leu

Met

Glu

Ile

Gln

Ser

Met

235

Leu

Gly

Tyr

val

Glu

315

Gln

Ser

Cys

Glu

Leu
395

Leu

Gln

220

Met

Phe

Met

Ser

Ile

300

Ile

Leu

Ile

Ile

Ile

380

Glu

Ile

205

Pro

Leu

Ala

Ala

Met

285

Phe

Gln

Ser

Leu

Ser
365

Trp

Ser

Val

Asp

Arg

Asn

Tyr

270

Ala

Ser

Arg

Gly

Ser

350

Leu

Asp

Pro

Glu

Gln

Val

Asn

255

val

Leu

Asp

Tyr

Ser

335

Glu

Lys

val

Thr

Phe

Ile’

Ala

240

Gln

Ile

Asp

Arg

Tyr

320

Ala

Leu

Leu

Ala

Asn
400



5

10

15

<212> ADN

<213> Tenebrio molitor

<400> 71

aggccggaat
caaaaggaaa
gaaccagaat
gagcaagagyg
cegtetgaag
gagatacggt
tttgceaage
aaggcatgtt
gattccatce
atgggggaaa
gataatgecyg
atagaaggct
gtcgacaacce
actgaattgc

aacaaaaagt

<210> 72
<211> 298

<212> PRT

gtgtggtacc
aagataaacc
tgtcagatte
agcteatact
aagacgttaa
ttaggcatac
ggttaccagg
caagcgaagt
tettegtaaa
ccatcgaaga
aatatgettt
ggaaggtgga
gaagaagecc
ggacgttagy

taccgecogtt

<213> Tenebrio molitor

<400> 72

ES 2392508 T3

ggaagtacag
aaacagcact
agaaaaaaca
catacatcga
acggattatc
cacggaaatt
¢cttcgataag
gatgatgtte
caaccagect
tectecttgeat
actaacagcec
gaagatccaa
aagecgggge
caaccaaaat

cctggacgaa

tgtgetgtta
actaacggct
ttgactaacg
ttggtttatt
aatcagccga
acgatcctga
ctectgecagy
aggatggcee
tatccgaggg
ttttgcagaa
ategttattt
gaaatctatt
acaatatteg
tcagagatgt

atctgggacg

agagaaaaga
caccagacgt
gacgcaatag
tccaaaacga
tagatggtga
ctgtgcagcect
aagatcaaat
gacgttacga
acagttacaa
ctatgtactc
tetcagageg
tagaggcatt
cgaaactcet
geatetegtt

tegacttaaa

gaagaaagcc
catcaaaatt
gatatcacca
atatgaacat
agatcagtgt
gatcgtggag
tgctetettg
cgtccagtceg
tttggecggt
catgaaggtyg
accgtegttg
gcgggegtac
gteagtacta
gaaattgaaa

agca

Arg Pro Glu Cys Val Val Pro Glu Val Gln Cys Ala Val Lys Arg Lys
1 5 10 15

Glu Lys Lys Ala Gln Lys Glu Lys Asp Lys Pro Asn Ser Thr Thr Asn
20 25 30

Gly Ser Pro Asp Val Ile Lys Ile Glu Pro Glu Leu Ser Aep Ser Glu
35 40 45

100

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

854



Lys

Leu
65

Pro

Glu

Leu

Asp

Ser

145

Asn

Thr

Lys

225

Val

Leu

Met

Asp

Thr
50

Ile

Ser

Asp

Thr

Lys

130

Glu

Ser

Leu

Thr

Ala

210

Val

Asp

Ser

Cys

Glu
290

Leu

Leu

Glu

Gln

Val

115

Leu

Val

Ile

Ala

Met

195

Ile

Glu

Asn

Val

Ile
27%

Ile

Thr

Ile

Glu

Cys

100

Gln

Leu

Met

Leu

Gly

180

Tyr

val

Lys

Arg

Leu

260

Ser

Trp

Asn

His

Asp

85

Glu

Leu

Gln

Met

Phe

163

Met

Ser

Ile

Ile

Arg

245

Thr

Leu

hsp

Gly

Arg
70

Val

Ile

Ile

Glu

Phe

150

Val

Gly

Met

Phe

Gln

230

Ser

Glu

Lys

val

Arg
55

Leu

Lys

Arg

Val

Asp

135

Arg

Asn

Glu

Lys

Ser

215

Glu

Fro

Leu

Leu

ASp
295

ES 2392508 T3

Asn

Val

Arg

Phe

Glu

120

Gln

Met

Asn

Thr

Val

200

Glu

Ile

Ser

Lys
280

Leu

Arg

Tyr

Ile

Arg

105

Phe

Ile

Gln

Ile
15

Agp

Arg

Arg

Thr
265

Asn

Lys

Ile

Phe

Ile

20

His

Ala

Ala

Arg

Pro

170

Glu

Asn

Pro

Leu

Gly

250

Leu

Lys

Ala

101

Ser

Gln
75

Asn

Thr

Lys

Leu

Arg

155

Tyr

Asp

Ala

Ser

Glu

235

Thr

Gly

Lyse

Pro
&0

Asn

Gln

Thr

Arg

Leu

140

Tyr

Pro

Leu

Glu

Leu

220

Ala

Ile

Aen

Leu

Glu

Glu

Pro

Glu

Leu

125

Lys

Asp

Leu

Tyx

205

Ile

Leu

Phe

Gln

Pro
2B5

Gln

Ile

Ile

110

bro

Ala

Val

Asp

His

120

Ala

Glu

Arg

Ala

Asn

270

Pro

Glu

Glu

Asp

Thr

Gly

Cys

Gln

Ser

175

Phe

Leu

Gly

Ala

Lys

255

Ser

Phe

Glu

His
80

Gly

Ile

Phe

Ser

Ser
16Q

Tyr

Cys

Leu

Trp

240

Leu

Glu

Leu



10

15

20

<210> 73

<211> 948

<212> ADN

<213> Amblyomma americanum

<400> 73
cggccggaat
cagaaggacc
tectgtgggty
agcagcaatce
tcttcatctce
ccttctgagg
aaccagcggc
gagttcectcca
ctgaaggect
acagattcta
agtgtggagyg
gtagacaacy
ctggtggace
Eactccgaga
acagagctgce

aacaagaagc

<210> 74
<211> 316

<212> PRT

gtgtggtgec
ggccaaacag
gegtgagece
acgaggagga
aggaggacct
aagacatgaa
gattccagea
agcgggtcec
getccagtga
tagtgktttgc
actetgeaga
ctgaatacge
cgcacaaggt
accaccggec
gcaccttagy

tgocacegtt

<213> Amblyomma americanum

<400> 74
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ggagtaccag
cacaacgeygy
caccagccay
taagaagcca
catcaacaayg
gaaaaccacyg
cattactgag
tggetttgac
agtgatgatyg
caataaccag
tgcecctgtte
actectgacg
ggagcgcatc
cccaggcaag
caacatgaac

cctggctgag

tgtgccatea
gaaagtceoct
cccatgggtg
gtggtgcectcea
ctagtctact
cccttececcee
atcaccatcc
acgctggeac
ctgagaggtg
ccgtacacga
cgettotgec
gccattgtaa
caggagtact
aactactttg
gcecgaaatgt

atttgggaca

102

agcgggagtc
cggcgetgat
gcggagygcag
gecoccaggagh
accagcagga
tgggagacag
tgacagtgca
gagaagacca
ccoggaaata
gggacaacta
gcaagatgtyg
ttttctetga
acattgagac
cccggetgcet
gctteteget

tccaagag

taagaagcac
ggcgecatet
cteeetggge
caagcccctce
gtttgagteyg
tgaggaagac
gcteattgtg
gattactttg
tgatgtgaag
cegecagtgece
tcagctgaga
acggccatea
cctgeogeatg
gtcecatcttyg

caaggtgcayg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

860

720

780

840
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Arg Pro Glu Cys Val Val Pro Glu Tyr Gln Cys Ala Ile Lys Arg Glu

Ser Lys Lys His Gln Lys Asp Arg Pro Asn Ser Thr Thr Arg Glu Ser
20 28 340

Pro Ser Ala Leu Met Ala Pro Ser Ser Val Gly Gly Val Ser Pro Thr
35 40 45

Ser Gln Pro Met Gly Gly Gly Gly Ber Ser Leu Gly Ser Ser Asn His
50 55 60

Glu Glu Asp Lys Lys Pro Val Val Leu Ser Pro Gly Val Lys Pro Leu
&5 70 75 80

Ser Ser Ser Gln Glu Asp Leu Ile Asn Lys Leu Val Tyr Tyr Gln Gln
85 90 95

Glu Phe Glu Ser Pro Ser Glu Glu Asp Met Lys Lys Thr Thr Pro Fhe
100 145 1io

Pro Leu Gly Asp Ser Glu Glu Asp Asn Gln Arg Arg Phe Gln His Ile
115 120 128

Thr Glu Ile Thr Ile Leu Thr Val Gln Leu Ile Val Glu Phe Ser Lys
130 135 149

Arg Val Pro Gly Phe Asp Thy Leu Ala Arg Glu Asp Gln Ile Thr Leu
145 150 155 160

Leu Lys Ala Cys Ser Ser Glu Val Met Met Leu Arg Gly Ala Arg Lys
165 17¢ 175

Tyr Asp Val Lys Thr Asp Ser Ile Val Phe Ala Asn Asn Gln Pro Tyr
180 185 190

Thr Arg Asp Asn Tyr Arg Ser Ala Ser Val Gly Asp Ser Ala Asp Ala
195 200 205

Leu Phe Arg Phe Cys Arg Lys Met Cys Gln Leu Arg Val Asp Asn Ala
210 215 220

Glu Tyr Ala Leu Leu Thr Ala Ile Val Ile Phe Ser Glu Arg Pro Ser
225 230 235 240
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Val

Thrx

Leu

Phe Ala

Asp

Arg

Arg

His
245

Pro

Met
260

Tyr

Leu Leu

275

Met Asn

290

Pro
305

Pro

<210> 75

<211> 825

<212> ADN

Ala

Phe

Glu Met

Leu Ala

Lys

Ser

Ser

Cys

Glu
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val Glu

Glu Asn

Ile Leu

280

Phe
295

Ser

Ile Trp

310

<213> Drosophila melanogaster

<400> 75
gtgtccaggg
tgcggegate
tacaagggtyg
gaatacgcgc
ctgaaageeyg
ctggatgacyg
cgacgatcac
cgcaacagtyg
agtgtaaaga
atactgtaca
gagaaggtgt
cgcttigeoge
gatcacctgt

cagctggagg

atttectegat
gtgcactgac
ccgtgtegge
gcatgatgee
cttggatega
geggtagecygy
cgggcecttea
cgatcaaage
tgaagcggct
acccggacak
acgcttgect
aactgctget
tectetteeg

cgeogecgce

cgagcgcatc
gttcctagcege
cectgtgecaa
gcactitgcec
gctgcteatt
cggegggggc
gcceocageay
cggtgtgtca
gaatctegac
acgogggatce
ggacgagcac
gegtetgece
cattaccagc

acecggeety

Jle
250

Arg Gln

Hig Pro

265

Arg

Thr Glu Leu

Leun Lys Val

Ile Gln

315

Asp

atagaggceceg
gttggtcect
gtggtcaaca
caggtgeoge
gcgaacgtgy
ggtggactag
ctgttcctea
gccatetteg
cgacgcgage
aagagceyggg
tgcegectygy
getttgegat
gaccggecgce

gegatgaaac

104

Glu Tyr Tyr Ile Glu

255

Pro Gly Lys Asn Tyr
270

Arg Thr Leu Gly Asn

285

Gln Asn Lys Lys Leu

300

Glu

agcagcgage
attccacagt
aacagcetcett
tggacgacca
cetggtgeag
gccacgatgg
accagagett
accgcatatt
tgtectgett
cggagatcga
aacatcegyg
cgatcagcct
tggaggaget

tggag

ggagacccaa
ccageeggac
ccagatggtce
ggtgattctg
categtttey
ctecectttgag
ctegtaccat
gteggagetyg
gaaggccatce
gatgtgccgce
cgacgatgga
gaagtgccay

ctttoctegag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

825



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2392508 T3

REIVINDICACIONES
1. Un sistema de modulacién de la expresion génica que comprende:

a) un primer casete de expresion génica que se puede expresar en una célula huésped que comprende una
secuencia polinucleotidica que codifica un primer polipéptido hibrido que comprende:

i) un dominio de unién a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresion se
quiere modular; y

ii) un dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona; y

b) un segundo casete de expresién génica que se puede expresar en la célula huésped que comprende una
secuencia polinucleotidica que codifica un segundo polipéptido hibrido que comprende:

i) un dominio de transactivacion; y

ii) un dominio de unién a ligando de receptor X retinoide quimérico que comprende, o bien (A) las hélices 1-7 de un
receptor X retinoide de vertebrado y las hélices 8-12 de un RXR de invertebrado, o bien (B) las hélices 1-8 de un
receptor X retinoide de vertebrado y las hélices 9-12 de un RXR de invertebrado, en el que el invertebrado es una
especie que no es diptero ni es lepidoptero.

2. El sistema de modulacion de la expresion génica de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas un
casete de expresion que comprende:

i) un elemento de respuesta reconocido por el dominio de unién a ADN del primer polipéptido hibrido;
ii) un promotor que se activa por el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido; y
iii) un gen cuya expresion se quiere modular.

3. El sistema de modulacion de la expresion génica de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el dominio de unién
a ligando (LBD) del receptor de ecdisona del polipéptido hibrido es un LBD de EcR de gusano de las yemas de la
picea Choristoneura fumiferana ("CfEcR") o un LBD de EcR de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster
("DmEcR").

4. El sistema de modulacién de la expresién génica de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el dominio de unién
a ligando del receptor de ecdisona del primer polipéptido hibrido estad codificado por un polinucleétido que
comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 65 (CfEcR-
DEF), SEQ ID NO: 59 (CfEcR-CDEF) y SEQ ID NO: 67 (DmEcR-DEF).

5. El sistema de modulacion de la expresion génica de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el dominio de unién
a ligando del receptor de ecdisona del primer polipéptido hibrido comprende una secuencia de aminodacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 57 (CfEcR-DEF), SEQ ID NO: 58 (DmEcR-DEF) y SEQ ID NO:
70 (CfEcR-CDEF).

6. El sistema de modulacién de la expresién génica de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el dominio de unién
a ligando del receptor X retinoide quimérico del segundo polipéptido hibrido esta codificado por un polinucleétido que
comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en

a) Los nucledtidos 1-408 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 337-630 de la SEQ ID NO: 21,y

b) los nucleétidos 1-465 de la SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 403-630 de la SEQ ID NO: 21.

7. El sistema de modulacién de la expresién génica de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el dominio de unién
a ligando del receptor X retinoide quimérico del segundo polipéptido hibrido comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en

a) los aminoacidos 1-136 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 113-210 de la SEQ ID NO: 21,y

b) los aminoacidos 1-155 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 135-210 de la SEQ ID NO: 21.

8. El sistema de modulacién de la expresion génica de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el primer casete de
expresion génica comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica el primer polipéptido hibrido que

comprende un dominio de unién a ADN seleccionado del grupo que consiste en un dominio de unién a ADN GAL4 y
un dominio de unién a ADN LexA, y un dominio de unién a ligando del receptor de ecdisona.
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9. El sistema de modulacion de la expresién génica de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el segundo casete
de expresion génica comprende un polinucledtido que codifica el segundo polipéptido hibrido que comprende un
dominio de transactivacion seleccionado del grupo que consiste en un dominio de transactivacién VP16 y un dominio
de transactivacion activador acido B42, y un dominio de unién a ligando del receptor X retinoide quimérico.

10. El sistema de modulacién de la expresion génica de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el segundo casete
de expresién génica comprende un polinucleétido que codifica el segundo polipéptido hibrido que comprende un
dominio de transactivacién codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de acidos nucleicos
seleccionada del grupo que consiste en un AD de VP16 (SEQ ID NO: 51) y un AD de B42 (SEQ ID NO: 53) y un
dominio de unién a ligando del receptor X retinoide quimérico codificado por un polinucleétido que comprende una
secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en

a) los nucleétidos 1-408 de SEQ ID NO: 13 y los nucleotidos 337-630 de la SEQ ID NO: 21,y

b) los nucleétidos 1-465 de SEQ ID NO: 13 y los nucle6tidos 403-630 de la SEQ ID NO: 21.

11. El sistema de modulacién de la expresion génica de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el segundo casete
de expresion génica comprende un polinucleétido que codifica el segundo polipéptido hibrido que comprende un
dominio de transactivacion que comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en
un AD de VP16 (SEQ ID NO: 52) y un AD de B42 (SEQ ID NO: 54) y un dominio de unién a ligando del receptor X
retinoide quimérico que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en

a) los aminoacidos 1-136 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 113-210 de la SEQ ID NO: 21,y

b) los aminoacidos 1-155 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 135-210 de la SEQ ID NO: 21.

12. Un sistema de modulacion de la expresion génica que comprende:

a) un primer casete de expresion génica que se puede expresar en una célula huésped que comprende una
secuencia polinucleotidica que codifica un primer polipéptido hibrido que comprende:

i) un dominio de unién a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresion se
quiere modular; y

ii) un dominio de unién a ligando del receptor X retinoide quimérico que comprende (A) las hélices 1-7 de un receptor
X retinoide de vertebrado y las hélices 8-12 de un RXR de invertebrado, o bien (B) las hélices 1-8 de un receptor X
retinoide de vertebrado y las hélices 9-12 de un RXR de invertebrado,

en el que el invertebrado es una especie que no es diptero ni es lepidoptero; y

b) un segundo casete de expresién génica que se puede expresar en la célula huésped que comprende una
secuencia polinucleotidica que codifica un segundo polipéptido hibrido que comprende:

i) un dominio de transactivacién; y
ii) un dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona.

13. El sistema de modulacién de la expresién génica de acuerdo con la reivindicacion 12, que comprende ademas
un casete de expresién que comprende:

i) un elemento de respuesta que reconoce el dominio de unién a ADN del primer polipéptido hibrido;

ii) un promotor que se activa por el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido; y

iii) un gen cuya expresion se quiere modular.

14. El sistema de modulacién de la expresidn génica de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el dominio de
union a ligando del receptor X retinoide quimérico del primer polipéptido hibrido esta codificado por un polinucleétido
que comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en

a) los nucleétidos 1-408 de SEQ ID NO: 13 y los nucleotidos 337-630 de la SEQ ID NO: 21,y

b) los nucleétidos 1-465 de SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 403-630 de la SEQ ID NO: 21.

15. El sistema de modulacién de la expresidén génica de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el dominio de
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union a ligando del receptor X retinoide quimérico del primer polipéptido hibrido comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en

a) los aminoacidos 1-136 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 113-210 de la SEQ ID NO: 21,y
b) los aminoacidos 1-155 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 135-210 de la SEQ ID NO: 21.

16. El sistema de modulacién de la expresién génica de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el dominio de
union a ligando del receptor de ecdisona del segundo polipéptido hibrido esta codificado por un polinucleétido que
comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 65 (CfEcR-
DEF), SEQ ID NO: 59 (CfEcR-CDEF) y SEQ ID NO: 67 (DmEcR-DEF).

17. El sistema de modulacién de la expresidén génica de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el dominio de
unién a ligando del receptor de ecdisona del segundo polipéptido hibrido comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 57 (CfEcR-DEF), SEQ ID NO: 58 (DmEcR-DEF) y SEQ ID NO:
70 (CfEcR-CDEF).

18. El sistema de modulacion de la expresion génica de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el primer casete
de expresion génica comprende un polinucledtido que codifica el primer polipéptido hibrido que comprende un
dominio de union a ADN seleccionado del grupo que consiste en un dominio de uniéon a ADN GAL4 y un dominio de
unién a ADN LexA, y un dominio de unién a ligando del receptor X retinoide quimérico.

19. El sistema de modulacién de la expresion génica de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el primer casete
de expresion génica comprende un polinucleétido que codifica el primer polipéptido hibrido que comprende un
dominio de unién a ADN codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de acidos nucleicos
seleccionada del grupo que consiste en un DBD de GAL4 (SEQ ID NO: 47) y un DBD de LexA (SEQ ID NO: 49) y un
dominio de unién a ligando del receptor X retinoide quimérico codificado por un polinucleétido que comprende una
secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en

a) los nucleétidos 1-408 de SEQ ID NO: 13 y los nucleotidos 337-630 de la SEQ ID NO: 21,y
b) los nucleétidos 1-465 de SEQ ID NO: 13 y los nucle6tidos 403-630 de la SEQ ID NO: 21.

20. El sistema de modulacién de la expresién génica de acuerdo con la reivindicacién 12, en el que el primer casete
de expresion génica comprende un polinucledtido que codifica el primer polipéptido hibrido que comprende un
dominio de unién a ADN que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en un
DBD de GAL4 (SEQ ID NO: 48) y un DBD de LexA (SEQ ID NO: 50) y un dominio de unién a ligando del receptor X
retinoide quimérico que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en

a) los aminoacidos 1-136 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 113-210 de la SEQ ID NO: 21,y
b) los aminoacidos 1-155 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 135-210 de la SEQ ID NO: 21.

21. El sistema de modulacién de la expresiéon génica de acuerdo con la reivindicacién 12, en el que el segundo
casete de expresion génica comprende un polinucleétido que codifica el segundo polipéptido hibrido que comprende
un dominio de transactivacién seleccionado del grupo que consiste en un dominio de transactivacion VP16 y un
dominio de transactivacion activador acido B42, y un dominio de unién a ligando del receptor de ecdisona.

22. Un casete de expresion génica que comprende un polinucledtido que codifica un polipéptido hibrido que
comprende

a) un dominio de unién a ADN y

b) un dominio de unién a ligando de receptor X retinoide quimérico que comprende, o bien i) las hélices 1-7 de un
receptor X retinoide de vertebrado y las hélices 8-12 de un RXR de invertebrado, o bien ii) las hélices 1-8 de un
receptor X retinoide de vertebrado y las hélices 9-12 de un RXR de invertebrado, en el que el invertebrado es una
especie que no es diptero ni es lepiddptero.

23. El casete de expresion génica de acuerdo con la reivindicacion 22, en el que el dominio de unién a ADN es un
dominio de unién a ADN GAL4 o un dominio de unién a ADN LexA.

24. El casete de expresién génica de acuerdo con la reivindicacién 22, en el que el casete de expresion génica
comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido hibrido que comprende un dominio de unién a ADN
codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que
consiste en un DBD de GAL4 (SEQ ID NO: 47) y un DBD de LexA (SEQ ID NO: 49) y un dominio de unién a ligando
del receptor X retinoide quimérico codificado por un polinucle6tido que comprende una secuencia de &cidos
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nucleicos seleccionada del grupo que consiste en

a) los nucleétidos 1-408 de SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 337-630 de la SEQ ID NO: 21,y

b) los nucleétidos 1-465 de SEQ ID NO: 13 y los nucleotidos 403-630 de la SEQ ID NO: 21.

25. El casete de expresion génica de acuerdo con la reivindicacion 22, en el que el casete de expresién génica
comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido hibrido que comprende un dominio de unién a ADN que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en un DBD de GAL4 (SEQ ID NO:
48) y un DBD de LexA (SEQ ID NO: 50) y un dominio de unién a ligando del receptor X retinoide quimérico que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en

a) los aminoacidos 1-136 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 113-210 de la SEQ ID NO: 21,y

b) los aminoacidos 1-155 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 135-210 de la SEQ ID NO: 21.

26. Un casete de expresion génica que comprende

a) un polinucledtido que codifica un polipéptido hibrido que comprende un dominio de transactivacion y

b) un dominio de unién a ligando de receptor X retinoide quimérico que comprende, o bien i) las hélices 1-7 de un
receptor X retinoide de vertebrado y las hélices 8-12 de un RXR de invertebrado, o bien ii) las hélices 1-8 de un
receptor X retinoide de vertebrado y las hélices 9-12 de un RXR de invertebrado, en el que el invertebrado es una

especie que no es diptero ni es lepiddptero.

27. El casete de expresion génica de acuerdo con la reivindicacién 26, en el que el dominio de transactivacion es un
dominio de transactivacion VP16 o un dominio de transactivacién activador acido B42.

28. El casete de expresién génica de acuerdo con la reivindicacién 26, en el que el casete de expresion génica
comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido hibrido que comprende un dominio de transactivacién
codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que
consiste en un AD de VP16 (SEQ ID NO: 51) y un AD de B42 (SEQ ID NO: 53) y un dominio de unién a ligando del
receptor X retinoide quimérico codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de acidos nucleicos
seleccionada del grupo que consiste en

a) los nucleétidos 1-408 de SEQ ID NO: 13 y los nucleotidos 337-630 de la SEQ ID NO: 21,y

b) los nucleétidos 1-465 de SEQ ID NO: 13 y los nucleotidos 403-630 de la SEQ ID NO: 21.

29. El casete de expresion génica de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que el casete de expresién génica
comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido hibrido que comprende un dominio de transactivacién que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en un AD de VP16 (SEQ ID NO: 52)
y un AD de B42 (SEQ ID NO: 54) y un dominio de unién a ligando del receptor X retinoide quimérico que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en

a) los aminoacidos 1-136 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 113-210 de la SEQ ID NO: 21,y

b) los aminoacidos 1-155 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 135-210 de la SEQ ID NO: 21.

30. Un polinucleétido aislado que codifica un dominio de unién a ligando del receptor X retinoide quimérico, en el que
el polinucleétido comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en

a) los nucleétidos 1-408 de SEQ ID NO: 13 y los nucleotidos 337-630 de la SEQ ID NO: 21,y
b) los nucleétidos 1-465 de SEQ ID NO: 13 y los nucleétidos 403-630 de la SEQ ID NO: 21.
31. Un polipéptido aislado codificado por el polinucle6tido aislado de acuerdo con la reivindicacion 30.

32. Un polipéptido del receptor X retinoide quimérico aislado que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en

a) los aminoacidos 1-136 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 113-210 de la SEQ ID NO: 21,y
b) los aminoacidos 1-155 de la SEQ ID NO: 13 y los aminoacidos 135-210 de la SEQ ID NO: 21.

33. Un método in vitro de modulacién de la expresién de un gen en una célula huésped que comprende el gen que
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se quiere modular que comprende las etapas de:

a) introducir en la célula huésped el sistema de modulacion de la expresién génica de acuerdo con la reivindicacion
1y

b) introducir en la célula huésped un ligando; en el que el gen que se quiere modular es un componente de un
casete de expresién génica que comprende:

i) un elemento de respuesta reconocido por el dominio de unién a ADN del primer polipéptido hibrido;

i) un promotor que se activa por el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido; y

i) un gen cuya expresién se quiere modular;

de modo que después de la introduccion del ligando en la célula huésped, se modula la expresion del gen de b)iii).

34. El método de acuerdo con la reivindicacion 33, en el que el ligando es un compuesto de la férmula:

en la que:
E es un alquilo (C4-Ce) que contiene un carbono terciario o un cianoalquilo (C3-Cs) que contiene un carbono terciario;

R' es H, Me, Et, i-Pr, F, formilo, CFs, CHF2, CHCl2, CH2F, CHCl, CH2OH, CH>OMe, CH>CN, CN, C=CH, 1-propinilo,
2-propinilo, vinilo, OH, OMe, OEt, ciclopropilo, CF2CF3, CH=CHCN, alilo, azido, SCN o SCHF;

R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, formilo, CFs, CHF2, CHClz, CHzF, CHxCl, CH,OH CHOMe, CH:CN, CN, C=CH, 1-
propinilo, 2-propinilo, vinilo, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, O-n-Pr, OAc, NMe», NEt,, SMe, SEt, SOCF; OCF.CF2H,
COEt ciclopropilo, CF.CF3; CH=CHCN, alilo, azido, OCF3 OCHF,, O-i-Pr, SCN, SCHF,, SOMe, NH-CN, o se une con
R®y los carbonos de fenilo a los que estan unidos R® y R® para formar un etilendioxilo, un anillo dihidrofurilo con el
oxigeno adyacente a un carbono de fenilo o un anillo dihidropirilo con el oxigeno adyacente a un carbono de fenilo;
R® es H, Et, 0 se une con R?y los carbonos de fenilo a los que estan unidos R® y R® para formar un etilendioxilo, un
anillo dihidrofurilo con el oxigeno adyacente a un carbono de fenilo o un anillo dihidropirilo con el oxigeno adyacente
a un carbono de fenilo;

R4, R® y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, Br, formilo, CFs, CHF,, CHCI,, CHzF, CH2CI, CH>O, CN,
C=CH, CH, 1-propinilo, 2-propinilo, vinilo, OMe, OEt, SMe o SEt.

35. El método de acuerdo con la reivindicacion 33, que comprende ademas introducir en la célula huésped un
segundo ligando, en el que el segundo ligando es acido 9-cis-retinoico o un analogo sintético de un &cido retinoico.

36. Un método in vitro de modulacién de la expresién de un gen en una célula huésped que comprende el gen que
se quiere modular que comprende las etapas de:

a) introducir en la célula huésped el sistema de modulacion de la expresién génica de la reivindicacion 12; y

b) introducir en la célula huésped un ligando; en el que el gen que se quiere modular es un componente de un
casete de expresion génica que comprende:

i) un elemento de respuesta reconocido por el dominio de unién a ADN del primer polipéptido hibrido;

ii) un promotor que se activa por el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido; y

i) un gen cuya expresién se quiere modular;

de modo que después de la introduccion del ligando en la célula huésped, se modula la expresion del gen de b)iii).

37. El método de acuerdo con la reivindicacion 36, en el que el ligando es un compuesto de la formula:
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an L{\-'“ ¥

en la que:
E es un alquilo (C4-Ce) que contiene un carbono terciario o un cianoalquilo (C3-Cs) que contiene un carbono terciario;

R' es H, Me, Et, i-Pr, F, formilo, CFs, CHF2, CHCl2, CHzF, CHCl, CH2OH, CH>OMe, CH>CN, CN, C=CH, 1-propinilo,
2-propinilo, vinilo, OH, OMe, OEt, ciclopropilo, CF2CF3, CH=CHCN, alilo, azido, SCN o SCHF;

R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, formilo, CFs, CHF2, CHClz, CHoF, CH2Cl, CH20H, CH2OMe, CH2CN, CN, C=CH, 1-
propinilo, 2-propinilo, vinilo, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, O-n-Pr, OAc, NMe», NEt,, SMe, SEt, SOCF; OCF.CF2H,
COEt ciclopropilo, CF.CF3; CH=CHCN, alilo, azido, OCF3 OCHFz, O-i-Pr, SCN, SCHF,, SOMe, NH-CN, o se une con
R®y los carbonos de fenilo a los que estan unidos R® y R® para formar un etilendioxilo, un anillo dihidrofurilo con el
oxigeno adyacente a un carbono de fenilo o un anillo dihidropirilo con el oxigeno adyacente a un carbono de fenilo;

R® es H, Et, o se une con R? y los carbonos de fenilo a los que estan unidos R? y R® para formar un etilendioxilo, un
anillo dihidrofurilo con el oxigeno adyacente a un carbono de fenilo o un anillo dihidropirilo con el oxigeno adyacente
a un carbono de fenilo;

R4, R® y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, Br, formilo, CF3;, CHF,, CHCI,, CH2F, CH2Cl, CH2OH, CN,
C=CH, 1-propinilo, 2-propinilo, vinilo, OMe, OEt, SMe o SEt.

38. El método de acuerdo con la reivindicacion 36, que comprende ademas introducir en la célula huésped un
segundo ligando, en el que el segundo ligando es acido 9-cis-retinoico o un analogo sintético de un &cido retinoico.

39. Una célula huésped aislada que comprende el sistema de modulacion de la expresiéon génica de acuerdo con la
reivindicacion 1.

40. La célula huésped aislada de acuerdo con la reivindicacion 39, en la que la célula huésped se selecciona del
grupo que consiste en una célula bacteriana, una célula fungica, una célula de levadura, una célula animal y una
célula de mamifero.

41. La célula huésped aislada de acuerdo con la reivindicacion 40, en la que la célula de mamifero es una célula
murina o una célula humana.

42. Una célula huésped aislada que comprende el sistema de modulacién de la expresién génica de acuerdo con la
reivindicacion 12.

43. La célula huésped aislada de acuerdo con la reivindicacién 42, en la que la célula huésped se selecciona del
grupo que consiste en una célula bacteriana, una célula fungica, una célula de levadura, una célula animal y una
célula de mamifero.

44. La célula huésped aislada de acuerdo con la reivindicacion 43, en la que la célula de mamifero es una célula
murina o una célula humana.

45. Un organismo no humano que comprende la célula huésped de la reivindicacion 39.

46. El organismo no humano de acuerdo con la reivindicacion 45, en el que el organismo no humano se selecciona
del grupo que consiste en una bacteria, un hongo, una levadura, un animal y un mamifero.

47. El organismo no humano de acuerdo con la reivindicacion 46, en el que el mamifero se selecciona del grupo que
consiste en un ratén, una rata, un conejo, un gato, un perro, un bévido, una cabra, un cerdo, un caballo, una oveja,
un mono y un chimpancé.

48. Un organismo no humano que comprende la célula huésped de la reivindicacion 42.

49. El organismo no humano de acuerdo con la reivindicacion 48, en el que el organismo no humano se selecciona
del grupo que consiste en una bacteria, un hongo, una levadura, un animal y un mamifero.

50. El organismo no humano de acuerdo con la reivindicacion 49, en el que el mamifero se selecciona del grupo que
consiste en un ratén, una rata, un conejo, un gato, un perro, un bévido, una cabra, un cerdo, un caballo, una oveja,
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un mono y un chimpancé.

51. El sistema de modulacién de la expresién génica de la reivindicacién 1 6 12, en el que el sistema de modulacién
de la expresién génica presenta un incremento en la sensibilidad para un ligando no esteroide con respecto a un
sistema de modulacion de la expresion génica que contiene un dominio de unién a ligando del receptor X retinoide
quimérico.

52. El casete de expresion génica de la reivindicacion 22 6 26, en el que el polipéptido presenta un incremento en la
sensibilidad para un ligando no esteroide con respecto a un polipéptido que contiene un dominio de unién a ligando
del receptor X retinoide quimérico.

53. El sistema de modulacién de la expresion génica de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 12 6 51 en el que
el sistema presenta un incremento en la magnitud de induccion génica en comparacion con un sistema de
modulacion de la expresién génica que contiene un dominio de unién a ligando del receptor X retinoide quimérico.
54. Los casetes de expresién génica de una cualquiera de las reivindicaciones 22, 26 6 52 en el que el polipéptido
presenta un incremento en la magnitud de induccién génica en comparacion con un polipéptido que contiene un
dominio de unién a ligando del receptor X retinoide quimérico.

55. Uso de un ligando en la fabricacion de un medicamento para modular la expresion de un gen en una célula
huésped que comprende el gen que se quiere modular; en el que la célula huésped comprende el sistema de
modulacion de la expresion génica de acuerdo con la reivindicacion 1, y en el que el gen que se quiere modular es
un componente de un casete de expresion génica que comprende:

i) un elemento de respuesta reconocido por el dominio de unién a ADN del primer polipéptido hibrido;

i) un promotor que se activa por el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido; y

iii) un gen cuya expresion se quiere modular.

56. Uso de acuerdo con la reivindicacion 55, en el que el ligando es un compuesto de la férmula:

R*
3 Q H Q ‘F‘/_Rs
o - L
RZ R? E
en la que:

E es un alquilo (C4-Cs) que contiene un carbono terciario o un cianoalquilo (Cs-Cs) que contiene un carbono terciario;

R' es H, Me, Et, i-Pr, F, formilo, CFs, CHF2, CHClz, CH2F, CH2Cl, CH2OH, CH2OMe, CH-CN, CN, C=CH, 1-propinilo,
2-propinilo, vinilo, OH, OMe, OEt, ciclopropilo, CF2CF3, CH=CHCN, alilo, azido, SCN o SCHF;

R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, formilo, CFs, CHF», CHCls, CHsF, CHxCl, CH,OH CH,OMe, CH:CN, CN, C=CH, 1-
propinilo, 2-propinilo, vinilo, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, O-n-Pr, OAc, NMe,, NEt;, SMe, SEt, SOCF3 OCF.CF2H,
COEt, ciclopropilo, CF2CF3, CH=CHCN, alilo, azido, OCF3z OCHF,, O-i-Pr, SCN, SCHF,, SOMe, NH-CN, o se une
con R® y los carbonos de fenilo a los que estan unidos R? y R? para formar un etilendioxilo, un anillo dihidrofurilo con
el oxigeno adyacente a un carbono de fenilo o un anillo dihidropirilo con el oxigeno adyacente a un carbono de
fenilo;

R® es H, Et, 0 se une con R? y los carbonos de fenilo a los que estan unidos R? y R® para formar un etilendioxilo, un
anillo dihidrofurilo con el oxigeno adyacente a un carbono de fenilo o un anillo dihidropirilo con el oxigeno adyacente
a un carbono de fenilo;

R4, R® y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, Br, formilo, CF3, CHF», CHCI», CH2F, CH2CI, CH2O, CN, OCH,
CH, 1-propinilo, 2-propinilo, vinilo, OMe, OEt, SMe o SEt.

57. Uso de acuerdo con la reivindicacion 55, en el que dicho medicamento comprende ademas un segundo ligando,
en el que el segundo ligando es un acido 9-cis-retinoico o un analogo sintético de un acido retinoico.

58. Uso de un ligando en la fabricacion de un medicamento para modular la expresion de un gen en una célula

huésped que comprende el gen que se quiere modular; en el que la célula huésped comprende el sistema de
modulacion de la expresion génica de acuerdo de la reivindicacion 12, y en el que el gen que se quiere modular es
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un componente de un casete de expresion génica que comprende:

i) un elemento de respuesta reconocido por el dominio de unién a ADN del primer polipéptido hibrido;
ii) un promotor que se activa por el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido; y

iii) un gen cuya expresion se quiere modular.

59. Uso de acuerdo con la reivindicacion 58, en el que el ligando es un compuesto de la formula:

-g ?—LN—N—L—(\_I_\ X

en la que:
E es un alquilo (C4-Ce) que contiene un carbono terciario o un cianoalquilo (C3-Cs) que contiene un carbono terciario;

R' es H, Me, Et, i-Pr, F, formilo, CFs, CHF2, CHCl,, CH2F, CH,Cl, CH-OH, CH.OMe, CH>CN, CN, C=CH, 1-propinilo,
2-propinilo, vinilo, OH, OMe, OEt, ciclopropilo, CF.CF3;, CH=CHCN, alilo, azido, SCN o SCHF;

R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, formilo, CFs, CHF2, CHClz, CHoF, CH2Cl, CH20H, CH2OMe, CH2CN, CN, C=CH, 1-
propinilo, 2-propinilo, vinilo, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, O-n-Pr, OAc, NMe,, NEt;, SMe, SEt, SOCF3, OCF2CF2H,
COEt, C|clopropllo CF2>CF3, CH=CHCN, alilo, azido, OCF3, OCHFz, O-i-Pr, SCN, SCHF,, SOMe, NH-CN, o se une
con R® y los carbonos de fenilo a los que estan unidos R? y R? para formar un etilendioxilo, un anillo dihidrofurilo con
el oxigeno adyacente a un carbono de fenilo o un anillo dihidropirilo con el oxigeno adyacente a un carbono de
fenilo;

R® es H, Et, o se une con R?y los carbonos de fenilo a los que estan unidos R? y R® para formar un etilendioxilo, un
anillo dihidrofurilo con el oxigeno adyacente a un carbono de fenilo o un anillo dihidropirilo con el oxigeno adyacente
a un carbono de fenilo;

R*, R® y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, Br, formilo, CFs, CHF2, CHCl, CHzF, CH2Cl, CH2OH, CN,
C=CH, 1-propinilo, 2-propinilo, vinilo, OMe, OEt, SMe o SEt.

60. Uso de acuerdo con la reivindicacion 58, en el que dicho medicamento comprende ademas un segundo ligando,
en el que el segundo ligando es un acido 9-cis-retinoico o0 un analogo sintético de un acido retinoico.
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