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DESCRIPCIÓN 
 
Receptores mutantes por sustitución novedosos y su uso en un sistema de expresión génica inducible basado en 
receptores nucleares 
 5 
Campo de la invención 
 
Esta invención se refiere al campo de biotecnología o ingeniería genética. Específicamente, esta invención se refiere 
al campo de la expresión génica. Más específicamente, esta invención se refiere a receptores nucleares novedosos 
que comprenden una mutación por sustitución y a su uso en un sistema de expresión génica inducible basado en 10 
receptores nucleares y a métodos de modulación de la expresión de un gen dentro de una célula huésped usando 
este sistema de expresión génica inducible. 
 
Antecedentes de la invención 
 15 
La mención de cualquier referencia en el presente documento no debe interpretarse como una admisión de que tal 
referencia está disponible como “técnica anterior” para la presente solicitud. 
 
En el campo de ingeniería genética, el control preciso de la expresión génica es una herramienta valiosa para 
estudiar, manipular y controlar el desarrollo y otros procesos fisiológicos. La expresión génica es un proceso 20 
biológico complejo que implica varias interacciones proteína-proteína específicas. Con el fin de desencadenar la 
expresión génica, de modo que se produzca el ARN necesario como primera etapa en la síntesis de proteínas, debe 
colocarse un activador de la transcripción en proximidad de un promotor que controla la transcripción génica. 
Normalmente, el propio activador de la transcripción está asociado con una proteína que tiene al menos un dominio 
de unión a ADN que se une a sitios de unión a ADN presentes en las regiones promotoras de genes. Por tanto, para 25 
que se produzca la expresión génica, una proteína que comprende un dominio de unión a ADN y un dominio de 
transactivación ubicados a una distancia apropiada del dominio de unión a ADN deben colocarse en la posición 
correcta en la región promotora del gen. 
 
El enfoque transgénico tradicional utiliza un promotor específico de tipo celular para dirigir la expresión de un 30 
transgén diseñado. En primer lugar se incorpora un constructo de ADN que contiene el transgén en un genoma 
huésped. Cuando se desencadena por un activador de la transcripción, se produce la expresión del transgén en un 
tipo celular dado. 
 
Otros medios para regular la expresión de genes foráneos en células es a través de promotores inducibles. Los 35 
ejemplos del uso de tales promotores inducibles incluyen el promotor PR1-a, sistemas de represor-operador 
procariotas, sistemas de inmunosupresor-inmunofilina y sistemas de activación de la transcripción de eucariotas 
superiores tales como sistemas de receptores de hormonas esteroideas y se describen a continuación. 
 
El promotor PR1-a del tabaco se induce durante la respuesta de resistencia adquirida sistémica tras un ataque de de 40 
patógenos. El uso de PR1-a puede limitarse debido a que a menudo responde a materiales endógenos y factores 
externos tales como patógenos, radiación UV-B y contaminantes. Se han descrito sistemas de regulación génica 
basados en promotores inducidos por choque térmico, interferón y metales pesados (Wum et al., 1986, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 83: 5414-5418; Amheiter et al., 1990, Cell 62:51-61; Filmus et al., 1992, Nucleic Acids Research 20: 
27550-27560). Sin embargo, estos sistemas tienen limitaciones debido a su efecto sobre la expresión de genes no 45 
diana. Estos sistemas también tienen brechas. 
 
Los sistemas de represor-operador procariotas utilizan proteínas represoras bacterianas y las secuencias de ADN de 
operador únicas a las que están unidas. Se han usado tanto los sistemas de represor-operador de tetraciclina (“Tet”) 
como de lactosa (“Lac”) de la bacteria Escherichia coli en plantas y animales para controlar la expresión génica. En 50 
el sistema Tet, la tetraciclina se une a la proteína represora TetR, dando como resultado un cambio conformacional 
que libera la proteína represora del operador que como resultado permite que se produzca la transcripción. En el 
sistema Lac, se activa un operón lac en respuesta a la presencia de lactosa, o análogos sintéticos tales como 
isopropil-b-D-tiogalactósido. Desafortunadamente, el uso de tales sistemas se ve restringido por la química inestable 
de los ligandos, es decir tetraciclina y lactosa, su toxicidad, su presencia natural o los niveles relativamente altos 55 
requeridos para la inducción o represión. Por motivos similares, la utilidad de tales sistemas en animales es limitada. 
 
Moléculas inmunosupresoras tales como FK506, rapamicina y ciclosporina A pueden unirse a inmunofilinas FKBP12, 
ciclofilina, etc. Usando esta información, se ha ideado una estrategia general para juntar dos cualesquiera proteínas 
simplemente colocando FK506 en cada una de las dos proteínas o colocando FK506 en una y ciclosporina A en 60 
otra. Entonces puede usarse un homodímero sintético de FK506 (FK1012) o un compuesto resultante de la fusión de 
FK506-ciclosporina (FKCsA) para inducir la dimerización de estas moléculas (Spencer et al., 1993, Science 262: 
1019-24; Belshaw et al., 1996 Proc Natl Acad Sci USA 93: 4604-7). Se usaron el dominio de unión a ADN de Gal4 
fusionado al dominio activador FKBP12 y VP16 fusionado a ciclofilina, y el compuesto FKCsA, para mostrar la 
heterodimerización y activación de un gen indicador bajo el control de un promotor que contenía los sitios de unión 65 
de Gal4. Desafortunadamente, este sistema incluye inmunosupresores que pueden tener efectos secundarios no 

ES 2 422 303 T3

 



3 

deseados y, por tanto, se limita su uso para diversas aplicaciones de interruptor génico en mamíferos. 
 
También se han empleado sistemas de activación de la transcripción 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 vertebrados e invertebrados. Desafortunadamente, el uso de 5 
compuestos esteroideos que activan los receptores para la regulación de la expresión génica, particularmente en 
plantas y mamíferos, se ve limitada debido a su implicación en muchas otras rutas biológicas naturales en tales 
organismos. Con el fin de superar tales dificultades, se ha desarrollado un sistema alternativo usando receptores de 
ecdisona de insectos (EcR). 
 10 
El crecimiento, la muda y el desarrollo en insectos se regulan por la hormona esteroidea ecdisona (hormona de la 
muda) y las hormonas juveniles (Dhadialla, et al., 1998, Annu. Rev. Entomol. 43: 545-569). La diana molecular para 
la ecdisona en insectos consiste en al menos un receptor de ecdisona (EcR) y una proteína ultraespiráculo (USP). 
EcR es un miembro de la superfamilia de receptores esteroideos nucleares que se caracteriza por un ADN firma y 
dominios de unión a ligando, y un dominio de activación (Koelle et al. 1991, Cell, 67:59-77). Los receptores EcR son 15 
sensibles a varios compuestos esteroideos tales como ponasterona A y muristerona A. Recientemente, se han 
descrito compuestos no esteroideos con actividad agonista de ecdiesteroides, incluyendo los insecticidas disponibles 
comercialmente tebufenozida y metoxifenozida que se comercializan en todo el mundo por Rohm y Haas Company 
(véanse la solicitud internacional de patente n.º PCT/EP96/00686 y la patente de EE.UU. 5.530.028). Ambos 
análogos tienen perfiles de seguridad excepcionales frente a otros organismos. 20 
 
El receptor de ecdisona de insecto (EcR) se heterodimeriza con ultraespiráculo (USP), el homólogo de insectos del 
RXR de mamíferos, y se une a ecdiesteroides y a elementos de respuesta a receptores de ecdisona y activan la 
transcripción de genes sensibles a ecdisona (Riddiford et al., 2000). Los complejos EcR/USP/ligando desempeñan 
papeles importantes durante la reproducción y el desarrollo de insectos. El EcR es un miembro de la superfamilia de 25 
receptores de hormonas esteroideas y tiene cinco dominios modulares, dominios A/B (transactivación), C (unión a 
ADN, heterodimerización)), D (bisagra, heterodimerización), E (unión a ligando, heterodimerización y 
transactivación) y F (transactivación). Algunos de estos dominios tales como A/B, C y E conservan su función 
cuando se fusionan con otras proteínas. 
 30 
Sistemas de expresión génica inducible estrechamente regulados o “interruptores génicos” son útiles para diversas 
aplicaciones tales como terapia génica, producción a gran escala de proteínas en células, ensayos de selección de 
alto rendimiento basados en células, genómica funcional y regulación de los rasgos en plantas y animales 
transgénicos. 
 35 
La primera versión del interruptor génico basado en EcR usaba EcR de Drosophilia melanogaster (DmEcR) y RXR 
de Mus musculus (MmRXR) y mostró que estos receptores en presencia de esteroide, ponasterona A, transactivan 
genes indicadores en líneas celulares de mamíferos y ratones transgénicos (Christopherson et al., 1992; No et al., 
1996). Posteriormente, Suhr et al., 1998 mostraron que el agonista de ecdisona no esteroideo, tebufenozida, inducía 
un alto nivel de transactivación de genes indicadores en células de mamífero a través del EcR de Bombyx mori 40 
(BmEcR) en ausencia de pareja de heterodímero exógena. 
 
Las solicitudes internacionales de patente n.º PCT/US97/05330 (documento WO 97/38117) y n.º PCT/US99/08381 
(documento WO 99/58155) dan a conocer métodos para modular la expresión de un gen exógeno en el que un 
constructo de ADN que comprende el gen exógeno y un elemento de respuesta a ecdisona se activa por un segundo 45 
constructo de ADN que comprende un receptor de ecdisona que, en presencia de un ligando para el mismo, y 
opcionalmente en presencia de un receptor que puede actuar como pareja silenciosa, se une al elemento de 
respuesta a ecdisona induciendo expresión génica. Se aisló el receptor de ecdisona de elección de Drosophila 
melanogaster. Normalmente, tales sistemas requieren la presencia de la pareja silenciosa, preferiblemente receptor 
retinoide X (RXR), con el fin de proporcionar activación óptima. En células de mamíferos, el receptor de ecdisona de 50 
insectos (EcR) se heterodimeriza con el receptor retinoide X (RXR) y regula la expresión de genes diana de una 
manera dependiente del ligando. La solicitud internacional de patente n.º PCT/US98/14215 (documento WO 
99/02683) da a conocer que el receptor de ecdisona aislado de la mariposa de la seda Bombyx mori es funcional en 
sistemas de mamíferos sin la necesidad de una pareja de dímero exógena. 
 55 
La patente de EE.UU. n.º 6.265.173 B1 da a conocer que diversos miembros de la superfamilia esteroidea/tiroidea 
de receptores pueden combinarse con el receptor de ultraespiráculo (USP) de Drosophila melanogaster o 
fragmentos del mismo que comprenden al menos el dominio de dimerización de USP para su uso en un sistema de 
expresión génica. La patente de EE.UU. n.º 5.880.333 da a conocer un sistema de heterodímero de EcR y 
ultraespiráculo (USP) de Drosophila melanogaster usado en plantas en el que el dominio de transactivación y el 60 
dominio de unión a ADN están situados en dos proteínas híbridas diferentes. Desafortunadamente, estos sistemas 
basados en USP son constitutivos en células animales y, por tanto, no son eficaces para regular la expresión de 
genes indicadores. 
 
En cada uno de estos casos, se incorporaron el dominio de transactivación y el dominio de unión a ADN (o bien 65 
como EcR nativo como en la solicitud internacional de patente n.º PCT/US98/14215 o bien como EcR modificado 
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como en la solicitud internacional de patente n.º PCT/US97/05330) en una molécula individual y se usaron las otras 
parejas heterodiméricas, o bien USP o bien RXR, en su estado nativo. 
 
Los inconvenientes de los sistemas de regulación génica basados en EcR descritos anteriormente incluyen una 
considerable actividad de fondo en ausencia de ligandos y la no aplicabilidad de estos sistemas para su uso en tanto 5 
plantas como animales (véase la patente de EE.UU. n.º 5.880.333). Por tanto, existe una necesidad en la técnica de 
sistemas basados en EcR mejorados para modular de manera precisa la expresión de genes exógenos en tanto 
plantas como animales. Tales sistemas mejorados serían útiles para aplicaciones tales como terapia génica, 
producción de proteínas y anticuerpos a gran escala, ensayos de selección de alto rendimiento basado en células, 
genómica funcional y regulación de rasgos en animales transgénicos. Para determinadas aplicaciones tales como 10 
terapia génica, puede ser deseable tener un sistema de expresión génica inducible que responda bien a ligandos no 
esteroideos sintéticos y al mismo tiempo sea insensible a los esteroides naturales. Por tanto, sistemas mejorados 
que sean sencillos, compactos y dependientes de ligandos que sean relativamente económicos, fácilmente 
disponibles y de baja toxicidad para el huésped serían útiles para regular sistemas biológicos. 
 15 
Recientemente, los solicitantes han mostrado que un sistema de expresión génica inducible basado en receptor de 
ecdisona en el que los dominios de unión a ADN y de transactivación están separados entre sí colocándolos en dos 
proteínas diferentes da como resultado una actividad de fondo enormemente reducida en ausencia de un ligando y 
una actividad significativamente aumentada con respecto al fondo en presencia de un ligando (solicitud pendiente 
PCT/US01/09050). Este sistema de dos híbridos es un sistema de modulación de la expresión génica inducible 20 
significativamente mejorado en comparación con los dos sistemas dados a conocer en las solicitudes 
PCT/US97/05330 y PCT/US98/14215. El sistema de dos híbridos se aprovecha de la capacidad de un par de 
proteínas de interacción para colocar el dominio de activación de la transcripción en una posición más favorable con 
respecto al dominio de unión a ADN de modo que cuando el dominio de unión a ADN se une al sitio de unión a ADN 
en el gen, el dominio de transactivación activa más eficazmente al promotor (véase, por ejemplo, la patente de 25 
EE.UU. n.º 5.283.173). En resumen, el sistema de expresión génica de dos híbridos comprende dos casetes de 
expresión génica; el primer que codifica para un dominio de unión a ADN fusionado a un polipéptido de receptor 
nuclear, y el segundo que codifica para un dominio de transactivación fusionado a un polipéptido de receptor nuclear 
diferente. En presencia de ligando, la interacción del primer polipéptido con el segundo polipéptido une eficazmente 
el dominio de unión a ADN al dominio de transactivación. Puesto que los dominios de transactivación y de unión a 30 
ADN residen en dos moléculas diferentes, la actividad de fondo en ausencia del ligando se reduce enormemente. 
 
Un sistema de dos híbridos también proporciona sensibilidad mejorada a ligandos no esteroideos, por ejemplo, 
diacilhidrazinas, en comparación con ligandos esteroideos, por ejemplo, ponasterona A (“PonA”) o muristerona A 
(“MurA”). Es decir, en comparación con esteroides, los ligandos no esteroideos proporcionan actividad superior a 35 
una concentración inferior. Además, puesto que la transactivación basada en interruptores génicos de EcR es a 
menudo dependiente de línea celular, es más fácil adaptar sistemas de interrupción para obtener una capacidad de 
transactivación máxima para cada aplicación. Además, el sistema de dos híbridos evita algunos efectos secundarios 
debido a la sobreexpresión de RXR que a menudo se producen cuando se usa RXR no modificado como pareja de 
interrupción. En un sistema de dos híbridos preferido, se eliminan los dominios de transactivación y de unión a ADN 40 
de EcR o RXR y, como resultado, estas moléculas híbridas tienen menos posibilidades de interaccionar con otros 
receptores de hormonas esteroideas presentes en la célula, lo que da como resultado efectos secundarios 
reducidos. 
 
El EcR es un miembro de la superfamilia de receptor nuclear y se clasifica en la subfamilia 1, grupo H (denominado 45 
en el presente documento “receptores nucleares de grupo H”). Los miembros de cada grupo comparten una 
identidad de aminoácidos del 40-60% en el dominio E (unión a ligando) (Laudet et al., A Unified Nomenclature 
System for the Nuclear Receptor Subfamily, 1999; Cell 97: 161-163). Además del receptor de ecdisona, otros 
miembros de esta subfamilia 1 de receptores nucleares, grupo H, incluyen: receptor ubicuo (UR), receptor huérfano 
1 (OR-1), receptor nuclear de hormonas esteroideas 1 (NER-1), proteína 15 de interacción de RXR (RIP-15), 50 
receptor hepático X  (LXR), proteína similar al receptor de hormonas esteroideas (RLD-1), receptor hepático X 
(LXR), receptor hepático X  (LXR), receptor farnesoide X (FXR), proteína 14 de interacción de receptor (RIP-14) y 
receptor de farnesol (HRR-1). 
 
El documento WO 96/27673 da a conocer un método de control de la expresión génica en plantas. El método 55 
comprende obtener una planta transgénica que comprende al menos dos casetes de expresión de receptor y al 
menos un casete de expresión de diana. 
 
Para desarrollar un sistema de expresión génica inducible basado en receptores nucleares de grupo H mejorado en 
el que se modifica la unión a ligando o especificidad de ligando, los solicitantes crearon varios EcR mutantes por 60 
sustitución que comprenden residuos de aminoácido sustituidos en el dominio de unión a ligando (LBD). Se usó un 
enfoque de acoplamiento y modelado de homología para predecir residuos críticos que median en la unión de 
ecdiesteroides y moléculas distintas de ecdiesteroides al LBD de EcR. Se evaluaron estos EcR mutantes por 
sustitución en ensayos de unión a ligando y transactivación. Tal como se presenta en el presente documento, los 
receptores nucleares mutantes por sustitución novedosos de los solicitantes y su uso en un sistema de expresión 65 
génica inducible basado en receptores nucleares proporcionan un sistema de expresión génica inducible mejorado 
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tanto en células huésped procariotas como eucariotas en el que la sensibilidad de ligando y la magnitud de la 
transactivación pueden seleccionarse según se desee, dependiendo de la aplicación. 
 
Breve descripción de los dibujos 
 5 
Figura 1: Unión del ligando 3H-RH2485 in vitro del mutante de CfEcR A110P de longitud completa mientras que la 
unión de esteroides se altera completamente. Los valores de unión de ligando se expresan como cuentas 
específicas (dpm específicas). 
 
Figura 2: Transactivación de genes indicadores a través de GAL4/CfEcR-ABCDEF (CfEcR de longitud completa) o 10 
sus constructos de versión mutante GAL4/A110P transfectados en células NIH3T3 junto con VP16LmUSP-EF y 
pFREcRE por PonA o GS™-E. Los números en la parte superior de las barras indican el aumento en veces con 
respecto a los niveles de DMSO. 
 
Figura 3: Transactivación de genes indicadores a través de IE1VP16/CfEcRCDEF (ejemplo 1.5) o sus constructos de 15 
versión mutante VP16/A110P (ejemplo 1.6) transfectados en células L57 junto con indicador de pMK43.2 por 20E o 
GS™-E. Los números en la parte superior de las barras indican el aumento en veces con respecto a los niveles de 
DMSO. 
 
Figura 4: Transactivación de genes indicadores a través de GAL4/CfEcR-A/BCDEF (CfEcR de longitud completa) o 20 
sus constructos de versión mutante GAL4/A110 (A110S, A110P, A110L, y A110M) transfectados en células NIH3T3 
junto con VP16LmUSP-EF y pFREcRE por PonA o GS™-E. Los números en la parte superior de las barras indican 
aumento en veces con respecto a los niveles de DMSO. 
 
Figura 5: Unión del ligando 3H-PonA in vitro de CfEcR-A/BCDEF de tipo natural (CFEcR de longitud completa) o sus 25 
versiones mutantes A110 (A110S, A110P, A110L y A110M). Los valores de unión de ligando se expresan como 
cuentas específicas (dpm específicas). 
 
Figura 6: Unión del ligando 3H-RHTA85 in vitro de CfEcR-A/BCDEF de tipo natural (CfEcR de longitud completa) o 
sus versiones mutantes A110 (A110S, A110P, A110L y A110M). Se expresaron estos valores como cuentas 30 
específicas (dpm específicas). 
 
Descripción detallada de la invención 
 
Los solicitantes describen en el presente documento la construcción de receptores nucleares de grupo H que 35 
comprenden mutaciones por sustitución (denominadas en el presente documento “mutantes por sustitución”) en 
residuos de aminoácido que están implicados en la unión de ligando a un dominio de unión a ligando de receptor 
nuclear de grupo H que afecta a la sensibilidad al ligando y a la magnitud de inducción del receptor nuclear de grupo 
H y la demonstración de que estos receptores nucleares mutantes por sustitución son útiles en métodos de 
modulación de la expresión génica. 40 
 
Específicamente, los solicitantes han desarrollado un sistema de expresión génica inducible basado en receptores 
nucleares novedoso que comprende un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende 
una mutación por sustitución. Los solicitantes han mostrado que el efecto de una mutación por sustitución de este 
tipo puede aumentar o reducir la actividad de unión a ligando o sensibilidad al ligando y el ligando puede ser un 45 
compuesto esteroideo o no esteroideo específico. Por tanto, la invención de los solicitantes proporciona un sistema 
de expresión génica inducible basado en receptores nucleares de grupo H útil para modular la expresión de un gen 
de interés en una célula huésped. En una realización particularmente deseable, la descripción proporciona un 
sistema de expresión génica inducible basado en receptor de ecdisona que responde únicamente a o bien ligando 
esteroideo o bien ligando no esteroideo. Además, la presente invención también proporciona un sistema de 50 
expresión génica inducible basado en receptor de ecdisona sensible a ligando no esteroideo mejorado. Por tanto, el 
sistema de expresión génica inducible novedoso de los solicitantes y su uso en métodos de modulación de la 
expresión génica en una célula huésped superan las limitaciones de sistemas de expresión inducibles disponibles 
actualmente y proporcionan al experto medios eficaces para controlar la expresión génica. 
 55 
La presente invención es útil para aplicaciones tales como terapia génica, producción de proteínas y anticuerpos a 
gran escala, ensayos de selección de alto rendimiento basados en células, ensayos de selección de ligandos 
ortogonales, genómica, proteómica, metabolómica funcional y regulación de rasgos en organismos transgénicos, en 
los que es deseable niveles de control de la expresión génica. Una ventaja de la invención de los solicitantes es que 
proporciona un medio para regular la expresión génica y adaptar los niveles de expresión para adecuarse a los 60 
requisitos del usuario. 
 
La presente invención proporciona un sistema de modulación de la expresión génica que comprende un casete de 
expresión génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende un polinucleótido que codifica para 
un polipéptido que comprende: 65 
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i) un dominio de transactivación; 
 
ii) un dominio de unión a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresión va a 
modularse; y 
 5 
iii) un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución; en el 
que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor nuclear de grupo H 
seleccionado del grupo que consiste en un receptor de ecdisona, un receptor ubicuo, un receptor huérfano 1, un 
NER-1, un receptor nuclear de hormonas esteroideas 1, una proteína 15 de interacción de receptor retinoide X, 
receptores hepáticos X , una proteína similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepático X, un 10 
receptor hepático X , un receptor farnesoide X, una proteína 14 de interacción de receptor y un receptor de 
farnesol, 
 
en el que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H está codificado por un polinucleótido que 
comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución de un residuo de aminoácido, estando el 15 
residuo de aminoácido en una posición equivalente o análoga a 
 
a) el residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, 
 
b) los residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, 20 
 
c) los residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, 
 
d) los residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o 
 25 
e) los residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, y 
 
en el que la(s) mutación/mutaciones por sustitución da(n) como resultado un aumento en la actividad del receptor 
nuclear de grupo H en respuesta a ligandos esteroideos y no esteroideos, con respecto a la actividad de un receptor 
nuclear de grupo H en el que el residuo de aminoácido en el residuo de aminoácido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina. 30 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona un sistema de modulación de la expresión génica que 
comprende: 
 
a) un primer casete de expresión génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende un 35 
polinucleótido que codifica para un primer polipéptido que comprende: 
 
i) un dominio de unión a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresión va a 
modularse; y 
 40 
ii) un dominio de unión a ligando de receptor nuclear; y 
 
b) un segundo casete de expresión génica que puede expresarse en la célula huésped que comprende un 
polinucleótido que codifica para un segundo polipéptido que comprende: 
 45 
i) un dominio de transactivación; y 
 
ii) un dominio de unión a ligando de receptor nuclear 
 
en el que uno de los dominios de unión a ligando de receptor nuclear es un dominio de unión a ligando de receptor 50 
nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución; 
 
en el que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor nuclear de grupo H 
seleccionado del grupo que consiste en un receptor de ecdisona, un receptor ubicuo, un receptor huérfano 1, un 
NER-1, un receptor nuclear de hormonas esteroideas 1, una proteína 15 de interacción de receptor retinoide X, un 55 
receptor hepático X , una proteína similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepático X, un receptor 
hepático X , un receptor farnesoide X, una proteína 14 de interacción de receptor y un receptor de farnesol, en el 
que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H está codificado por un polinucleótido que 
comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución de un residuo de aminoácido, estando el 
residuo de aminoácido en una posición equivalente o análoga a 60 
 
a) el residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, 
 
b) los residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, 
 65 
c) los residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, 
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d) los residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o 
 
e) los residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, y 
 5 
en el que la(s) mutación/mutaciones por sustitución da(n) como resultado un aumento en la actividad de receptor 
nuclear de grupo H en respuesta a ligandos esteroideos y no esteroideos, con respecto a la actividad de un receptor 
nuclear de grupo H en el que el residuo de aminoácido en el residuo de aminoácido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina. 
 
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona un casete de expresión génica que comprende un 10 
polinucleótido que codifica para un polipéptido que comprende un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de 
grupo H que comprende una mutación por sustitución; en el que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear 
de grupo H es de un receptor nuclear de grupo H seleccionado del grupo que consiste en un receptor de ecdisona, 
un receptor ubicuo, un receptor huérfano 1, un NER-1, un receptor nuclear de hormonas esteroideas 1, una proteína 
15 de interacción de receptor retinoide X, un receptor hepático X , una proteína similar al receptor de hormonas 15 
esteroideas, un receptor hepático X, receptores hepáticos X , un receptor farnesoide X, una proteína 14 de 
interacción de receptor y un receptor de farnesol, en el que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de 
grupo H está codificado por un polinucleótido que comprende una mutación de codón que da como resultado una 
sustitución de un residuo de aminoácido, estando el residuo de aminoácido en una posición equivalente o análoga a 
 20 
a) el residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, 
 
b) los residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, 
 
c) los residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, 25 
 
d) los residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o 
 
e) los residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: I, y 
 30 
en el que la(s) mutación/mutaciones por sustitución da(n) como resultado un aumento en la actividad de receptor 
nuclear de grupo H en respuesta a ligandos esteroideos y no esteroideos, con respecto a la actividad de un receptor 
nuclear de grupo H en el que el residuo de aminoácido en el residuo de aminoácido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona un polinucleótido aislado que codifica para un dominio de unión a 35 
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución, comprendiendo el 
polinucleótido aislado una mutación de codón que da como resultado una sustitución de un residuo de aminoácido 
en una posición equivalente o análoga a 
 
a) el residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, 40 
 
b) los residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, 
 
c) los residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, 
 45 
d) los residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, 
 
e) los residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, o 
 
f) los aminoácidos 107, 110 y 175 de SEQ ID NO: 1, y 50 
 
en el que la(s) mutación/mutaciones por sustitución da(n) como resultado un aumento en la actividad de receptor 
nuclear de grupo H en respuesta a ligandos esteroideos y no esteroideos, con respecto a la actividad de un receptor 
nuclear de grupo H en el que el residuo de aminoácido en el residuo de aminoácido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina. 
 55 
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona un polinucleótido aislado que codifica para un dominio de 
unión a ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutación por sustitución, en el que el dominio de unión 
a ligando de receptor de ecdisona carece de actividad de unión a esteroides y el polinucleótido que codifica para el 
dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona se hibrida con un polinucleótido que comprende una mutación 
de codón que da como resultado la mutación por sustitución, mutación por sustitución V107l/A110P/R175E de SEQ 60 
ID NO: 1, en condiciones de hibridación que comprenden una etapa de hibridación en menos de 500 mM de sal y al 
menos 37 grados Celsius, y una etapa de lavado en 2XSSPE a al menos 63 grados Celsius. 
 
La presente invención proporciona, en otro aspecto, un vector de expresión que comprende el polinucleótido aislado 
de la presente invención operativamente unido a un elemento regulador de la transcripción. 65 
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La presente invención proporciona, en un aspecto adicional, una célula huésped aislada que comprende el vector de 
expresión de la presente invención, en la que el elemento regulador de la transcripción es operativo en la célula 
huésped. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona un polipéptido aislado codificado por el polinucleótido aislado 5 
según la presente invención. 
 
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona un polipéptido aislado que comprende un dominio de 
unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución, estando la mutación 
por sustitución en una posición equivalente o análoga a 10 
 
a) el residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, 
 
b) los residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, 
 15 
c) los residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, 
 
d) los residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o 
 
e) los residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, y 20 
 
en el que la(s) mutación/mutaciones por sustitución da(n) como resultado un aumento en la actividad de receptor 
nuclear de grupo H en respuesta a ligandos esteroideos y no esteroideos, con respecto a la actividad de un receptor 
nuclear de grupo H en el que el residuo de aminoácido en el residuo de aminoácido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina. 
 25 
En otro aspecto, la presente invención proporciona un método de modulación de la expresión de un gen en una 
célula huésped que comprende las etapas de: 
 
a) introducir en la célula huésped un sistema de modulación de la expresión génica que comprende un casete de 
expresión génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende un polinucleótido que codifica para 30 
un polipéptido que comprende: 
 
i) un dominio de transactivación; 
 
ii) un dominio de unión a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresión va a 35 
modularse; y 
 
iii) un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución; 
 
en el que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor nuclear de grupo H 40 
seleccionado del grupo que consiste en un receptor de ecdisona, un receptor ubicuo, un receptor huérfano 1, un 
NER-1, un receptor nuclear de hormonas esteroideas 1, una proteína 15 de interacción de receptor retinoide X, 
receptores hepáticos X , una proteína similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepático X, un 
receptor hepático X , un receptor farnesoide X, una proteína 14 de interacción de receptor y un receptor de 
farnesol, 45 
 
en el que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H está codificado por un polinucleótido que 
comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución de un residuo de aminoácido, estando el 
residuo de aminoácido en una posición equivalente o análoga a 
 50 
a) el residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, 
 
b) los residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, 
 
c) los residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, 55 
 
d) los residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o 
 
e)los residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, y 
 60 
en el que la(s) mutación/mutaciones por sustitución da(n) como resultado un aumento en la actividad de receptor 
nuclear de grupo H en respuesta a ligandos esteroideos y no esteroideos, con respecto a la actividad de receptor 
nuclear de grupo H no mutado, y 
 
b) introducir en la célula huésped un ligando; 65 
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en el que el gen que va a modularse es un componente de un casete de expresión génica que comprende: 
 
i) un elemento de respuesta reconocido por el dominio de unión a ADN; 
 
ii) un promotor que se activa por el dominio de transactivación; y 5 
 
iii) un gen cuya expresión ha de modularse; 
 
mediante lo cual tras la introducción del ligando en la célula huésped, se modula la expresión del gen de b) iii). 
 10 
La presente invención proporciona, en un aspecto adicional, una célula huésped aislada que comprende el sistema 
de modulación de la expresión génica según la presente invención. 
 
La presente invención proporciona, en otro aspecto, un organismo no humano que comprende la célula huésped de 
la presente invención. 15 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona un vector que comprende el sistema de modulación de la 
expresión génica de la presente invención, el polinucleótido aislado de la presente invención o el casete de 
expresión génica de la presente invención. 
 20 
La presente invención proporciona, en otro aspecto, una célula huésped aislada que comprende el vector de la 
presente invención. 
 
Definiciones 
 25 
En esta descripción, se usan varios términos y abreviaturas. Se proporcionan las siguientes definiciones y deben ser 
útiles en el entendimiento del alcance y la práctica de la presente invención. 
 
En una realización específica, el término “aproximadamente” significa dentro del 20%, preferiblemente dentro del 
10%, más preferiblemente dentro del 5% e incluso más preferiblemente dentro del 1% de un intervalo o valor dado. 30 
 
El término “sustancialmente libre” significa que una composición que comprende “A” (en la que “A” es una proteína, 
molécula de ADN, vector, célula huésped recombinante individual, etc.) está sustancialmente libre de “B” (en la que 
“B” comprende una o más proteínas, moléculas de ADN, vectores contaminantes, etc.) cuando al menos 
aproximadamente el 75% en peso de las proteínas, ADN, vectores (dependiendo de la categoría de las especies a la 35 
que pertenecen A y B) en la composición es “A”. Preferiblemente, “A” comprende al menos aproximadamente el 90% 
en peso de las especies A + B en la composición, lo más preferiblemente al menos aproximadamente el 99% en 
peso. También se prefiere que una composición, que está sustancialmente libre de contaminación, contenga sólo 
una única especie en peso molecular que tiene la actividad o característica de las especies de interés. 
 40 
El término “aislado” para los fines de la presente invención designa un material biológico (ácido nucleico o proteína) 
que se ha retirado de su entorno original (el entorno en el que está presente de manera natural). Por ejemplo, un 
polinucleótido presente en el estado natural en una planta o un animal no está aislado, sin embargo, el mismo 
polinucleótido separado de los ácidos nucleicos adyacentes en los que está presente de manera natural, se 
considera “aislado”. El término “purificado” no requiere que el material esté presente en una forma que presenta 45 
pureza absoluta, excluyendo la presencia de otros compuestos. Es más bien una definición relativa. 
 
Un polinucleótido está en el estado “purificado” tras la purificación del material de partida o del material natural en al 
menos un orden de magnitud, preferiblemente 2 ó 3 y preferiblemente 4 ó 5 órdenes de magnitud. 
 50 
Un “ácido nucleico” es un compuesto polimérico compuesto por subunidades unidas de manera covalente 
denominadas nucleótidos. El ácido nucleico incluye ácido polirribonucleico (ARN) y ácido polidesoxirribonucleico 
(ADN), ambos de los cuales pueden ser monocatenarios o bicatenarios. ADN incluye pero no se limita a ADNc, ADN 
genómico, ADN plasmídico, ADN sintético y ADN semisintético. El ADN puede ser lineal, circular o superenrollado. 
 55 
Una “molécula de ácido nucleico” se refiere a la forma polimérica de éster de fosfato de ribonucleósidos (adenosina, 
guanosina, uridina o citidina; “moléculas de ARN”) o desoxirribonucleósidos (desoxiadenosina, desoxiguanosina, 
desoxitimidina o desoxicitidina; “moléculas de ADN”), o cualquier análogo de fosfoéster de las mismas, tales como 
fosforotioatos y tioésteres, o bien en forma monocatenaria, o bien una hélice bicatenaria. Son posibles hélices ADN-
ADN, ADN-ARN y ARN-ARN bicatenarias. El término molécula de ácido nucleico, y en particular molécula de ADN o 60 
ARN, se refiere sólo a la estructura primaria y secundaria de la molécula, y no se limita a ninguna forma terciaria 
particular. Por tanto, este término incluye ADN bicatenario hallado, entre otros, en moléculas de ADN lineal o circular 
(por ejemplo, fragmentos de restricción), plásmidos y cromosomas. Al discutir la estructura de moléculas de ADN 
bicatenarias particulares, las secuencias pueden describirse en el presente documento según la convención normal 
de proporcionar sólo la secuencia en la dirección de 5’ a 3’ a lo largo de la hebra no transcrita de ADN (es decir, la 65 
hebra que tiene una secuencia homóloga al ARNm). Una “molécula de ADN recombinante” es una molécula de ADN 
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que ha experimentado una manipulación biológica molecular. 
 
Se entenderá que el término “fragmento” significa una secuencia de nucleótidos de longitud reducida con respecto al 
ácido nucleico de referencia y que comprende, a lo largo de la parte común, una secuencia de nucleótidos idéntica al 
ácido nucleico de referencia. Un fragmento de ácido nucleico de ese tipo según la descripción puede incluirse, 5 
cuando sea apropiado, en un polinucleótido más grande del cual es un constituyente. Tales fragmentos comprenden, 
o alternativamente consisten en, oligonucleótidos que oscilan en longitud entre 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 ó 1500 nucleótidos consecutivos de un ácido nucleico según la descripción. 
 10 
Tal como se usa en el presente documento, un “fragmento de ácido nucleico aislado” es un polímero de ARN o ADN 
que es mono o bicatenario, que contiene opcionalmente bases de nucleótidos sintéticas, no naturales o alteradas. 
Un fragmento de ácido nucleico aislado en forma de un polímero de ADN puede estar compuesto por uno o más 
segmentos de ADNc, ADN genómico o ADN sintético. 
 15 
Un “gen” se refiere a un conjunto de nucleótidos que codifica para un polipéptido, e incluye ácidos nucleicos de 
ADNc y ADN genómico. “Gen” también se refiere a un fragmento de ácido nucleico que expresa una proteína o 
polipéptido específico, incluyendo secuencias reguladoras que preceden (secuencias no codificantes en 5’) y que 
siguen (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 20 
no es un gen nativo, que comprende secuencias codificantes y/o reguladoras que no se encuentran juntas en la 
naturaleza. Por consiguiente, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias 
codificantes que se derivan de diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas de 
la misma fuente, pero dispuestas de manera diferente de la encontrada en la naturaleza. Un gen quimérico puede 
comprender secuencias codificantes derivadas de diferentes fuentes y/o secuencias reguladoras derivadas de 25 
diferentes fuentes. “Gen endógeno” se refiere a un gen nativo en su ubicación natural en el genoma de un 
organismo. Un gen “foráneo” o gen “heterólogo” se refiere a un gen no encontrado normalmente en el organismo 
huésped, pero que se introduce en el organismo huésped mediante transferencia génica. Los genes foráneos 
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 transformación. 30 
 
ADN “heterólogo” se refiere a ADN no ubicado de manera natural en la célula, o en un sitio cromosómico de la 
célula. Preferiblemente, el ADN heterólogo incluye un gen foráneo a la célula. 
 
El término “genoma” incluye ADN o ARN cromosómico así como mitocondrial, de cloroplastos y viral. 35 
 
Una molécula de ácido nucleico “puede hibridarse” con otra molécula de ácido nucleico, tal como un ADNc, ADN 
genómico o ARN, cuando una forma monocatenaria de la molécula de ácido nucleico puede aparearse con la otra 
molécula de ácido nucleico en condiciones apropiadas de temperatura y fuerza iónica en disolución (véase 
Sambrook et al., 1989 más adelante). Se conocen bien condiciones de hibridación y lavado y se muestran a modo 40 
de ejemplo en Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edición, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor (1989), particularmente el capítulo 11 y la tabla 11.1 en 
ese documento. Las condiciones de temperatura y fuerza iónica determinan la “rigurosidad” de la hibridación. 
 
Las condiciones de rigurosidad pueden ajustarse para seleccionar de fragmentos moderadamente similares, tales 45 
como secuencias homólogas de organismos relacionados de forma distante, a fragmentos altamente similares, tales 
como genes que duplican enzimas funcionales de organismos estrechamente relacionados. Para la selección 
preliminar de ácidos nucleicos homólogos, pueden usarse condiciones de hibridación de baja rigurosidad, que 
corresponden a una Tm de 55º, por ejemplo, 5x SSC, SDS al 0,1%, leche al 0,25% y sin formamida; o formamida al 
30%, 5x SSC, SDS al 0,5%). Las condiciones de hibridación de rigurosidad moderada corresponden a una Tm 50 
superior, por ejemplo, formamida al 40%, con 5x o 6x SCC. Las condiciones de hibridación de alta rigurosidad 
corresponden a la Tm más alta, por ejemplo, formamida al 50%, 5x o 6x SCC. 
 
La hibridación requiere que los dos ácidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque dependiendo 
de la rigurosidad de la hibridación, son posibles apareamientos erróneos entre bases. El término “complementario” 55 
se usa para describir la relación entre bases de nucleótidos que pueden hibridarse entre sí. Por ejemplo, con 
respecto al ADN, la adenosina es complementaria a la timina y la citosina es complementaria a la guanina. Por 
consiguiente, la descripción también incluye fragmentos de ácido nucleico aislados que son complementarios a las 
secuencias completas tal como se da a conocer o se usa en el presente documento así como las secuencias de 
ácido nucleico sustancialmente similares. 60 
 
En una realización específica se detectan polinucleótidos empleando condiciones de hibridación que comprenden 
una etapa de hibridación a Tm de 55ºC, y utilizando condiciones tal como se expuso anteriormente. En una 
realización preferida, la Tm es de 60ºC; en una realización más preferida, la Tm es de 63ºC; en una realización 
incluso más preferida, la Tm es de 65ºC. 65 
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Los lavados tras la hibridación también determinan las condiciones de rigurosidad. Un conjunto de condiciones 
preferidas usa una serie de lavados que comienzan con 6X SSC, SDS al 0,5% a temperatura ambiente durante 15 
minutos (min.), entonces se repiten con 2X SSC, SDS al 0,5% a 45ºC durante 30 minutos y entonces se repiten dos 
veces con 0,2X SSC, SDS al 0,5% a 50ºC durante 30 minutos. Un conjunto más preferido de condiciones rigurosas 
usa temperaturas superiores en las que los lavados son idénticos a los anteriores excepto porque la temperatura de 5 
los dos lavados finales de 30 min. en 0,2X SSC, SDS al 0,5% se aumentó hasta 60ºC. Otro conjunto preferido de 
condiciones altamente rigurosas usa dos lavados finales en 0,1X SSC, SDS al 0,1% a 65ºC. La hibridación requiere 
que los dos ácidos nucleicos comprendan secuencias complementares, aunque dependiendo de la rigurosidad de la 
hibridación, son posibles apareamientos erróneos entre bases. 
 10 
La rigurosidad apropiada para hibridar ácidos nucleicos depende de la longitud de los ácidos nucleicos y el grado de 
complementación, variables bien conocidas en la técnica. Cuanto mayor sea el grado de similitud u homología entre 
dos secuencia de nucleótidos, mayor será el valor de Tm para híbridos de ácidos nucleicos que tienen esas 
secuencias. La estabilidad relativa (correspondiente a Tm superior) de las hibridaciones de ácidos nucleicos 
disminuye en el siguiente orden: ARN:ARN, ADN:ARN, ADN:ADN. Para híbridos de más de 100 nucleótidos de 15 
longitud, se han derivado ecuaciones para calcular la Tm (véase Sambrook et al., citado anteriormente, 9.50-0.51). 
Para la hibridación con ácidos nucleicos más cortos, es decir, oligonucleótidos, la posición de los apareamientos 
erróneos se vuelve más importante, y la longitud de los oligonucleótido determina su especificidad (véase Sambrook 
et al., citado anteriormente, 11.7-11.8). 
 20 
En una realización específica se detectan polinucleótidos empleando condiciones de hibridación que comprenden 
una etapa de hibridación en menos de 500 mM de sal y al menos 37 grados Celsius, y una etapa de lavado en 
2XSSPE a al menos 63 grados Celsius. En una realización preferida, las condiciones de hibridación comprenden 
menos de 200 mM de sal y al menos 37 grados Celsius para la etapa de hibridación. En una realización más 
preferida, las condiciones de hibridación comprenden 2XSSPE y 63 grados Celsius para las etapas de tanto 25 
hibridación como lavado. 
 
En una realización, la longitud para un ácido nucleico hibridable es de al menos aproximadamente 10 nucleótidos. 
De manera preferible, una longitud mínima para un ácido nucleico hibridable es de al menos aproximadamente 15 
nucleótidos; más preferiblemente al menos aproximadamente 20 nucleótidos; y lo más preferiblemente la longitud es 30 
de al menos 30 nucleótidos. Además, el experto reconocerá que la temperatura y concentración salina de la 
disolución de lavado pueden ajustarse según sea necesario según factores tales como la longitud de la sonda. 
 
El término “sonda” se refiere a una molécula de ácido nucleico monocatenaria que puede experimentar 
apareamiento de bases con un ácido nucleico diana monocatenario complementario puede formar una molécula 35 
bicatenaria. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “oligonucleótido” se refiere a un ácido nucleico, en general de 
al menos 18 nucleótidos, que puede hibridarse con una molécula de ADN genómico, una molécula de ADNc, un 
ADN plasmídico o una molécula de ARNm. Los oligonucleótidos pueden marcarse, por ejemplo, con 32P-nucleótidos 40 
o nucleótidos en los que se ha conjugado de manera covalente un marcador, tal como biotina. Un oligonucleótido 
marcado puede usarse como sonda para detectar la presencia de un ácido nucleico. Pueden usarse oligonucleótidos 
(uno o ambos de los cuales puede estar marcado) como cebadores de PCR, o bien para clonar la longitud completa 
o un fragmento de un ácido nucleico, o bien para detectar la presencia de un ácido nucleico. Un oligonucleótido 
también puede usarse para formar una hélice triple con una molécula de ADN. En general, se preparan 45 
oligonucleótidos de manera sintética, preferiblemente en un sintetizador de ácido nucleico. Por consiguiente, pueden 
prepararse oligonucleótidos con enlaces análogos a fosfoéster que no se producen de manera natural, tales como 
enlaces tioéster, etc. 
 
Un “cebador” es un oligonucleótido que se hibrida con una secuencia de ácido nucleico diana para crear una región 50 
de ácido nucleico bicatenario que puede servir como un punto de iniciación para la síntesis de ADN en condiciones 
adecuadas. Tales cebadores pueden usarse en una reacción en cadena de la polimerasa. 
 
“Reacción en cadena de la polimerasa” se abrevia PCR y significa un método in vitro para amplificar de manera 
enzimática secuencias de ácido nucleico específicas. La PCR implica una serie repetitiva de ciclos de temperatura, 55 
comprendiendo cada ciclo tres fases: desnaturalización del ácido nucleico molde para separar las hebras de la 
molécula diana, apareamiento de un cebador de oligonucleótido de PCR monocatenario con el ácido nucleico molde, 
y extensión del/de los cebador(es) apareado(s) mediante ADN polimerasa. La PCR proporciona un medio para 
detectar la presencia de la molécula diana y, en condiciones cuantitativas o semicuantitativas, para determinar la 
cantidad relativa de esta molécula diana dentro del conjunto de partida de ácidos nucleicos. 60 
 
“Reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa” se abrevia RT-PCR y significa un método in vitro 
para producir de manera enzimática una molécula o moléculas de ADNc diana a partir de una molécula o moléculas 
de ARN, seguido por amplificación enzimática de una secuencia o secuencias de ácido nucleico específicas dentro 
de la molécula o moléculas de ADNc diana tal como se describió anteriormente. RT-PCR también proporciona un 65 
medio para detectar la presencia de la molécula diana y, en condiciones cuantitativas o semicuantitativas, para 
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determinar la cantidad relativa de esta molécula diana dentro del conjunto de partida de ácidos nucleicos. 
 
Una “secuencia codificante” de ADN es una secuencia de ADN bicatenaria que se transcribe y se traduce para dar 
un polipéptido en una célula in vitro o in vivo cuando se coloca bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. 
“Secuencias reguladoras adecuadas” se refiere a secuencias de nucleótidos ubicadas en el sentido de 5’ 5 
(secuencias no codificantes en 5’), dentro o en el sentido de 3’ (secuencias no codificantes en 3’) de una secuencia 
codificante, y que influyen en la transcripción, estabilidad o procesamiento del ARN o traducción de la secuencia 
codificante asociada. Las secuencias reguladoras pueden incluir promotores, secuencias líder de traducción, 
intrones, secuencias de reconocimiento de poliadenilación, sitio de procesamiento de ARN, sitio de unión a efector y 
estructura de tallo-bucle. Los límites de la secuencia codificante están determinados por un codón de iniciación en el 10 
extremo terminal 5’ (amino) y un codón de terminación de la traducción en el extremo terminal 3’ (carboxilo). Una 
secuencia codificante puede incluir, pero no se limita a, secuencias procariotas, ADNc a partir de ARNm, secuencias 
de ADN genómico e incluso secuencias de ADN sintético. Si la secuencia codificante está destinada a la expresión 
en una célula eucariota, se ubicarán habitualmente una señal de poliadenilación y secuencia de terminación de la 
transcripción en 3’ con respecto a la secuencia codificante. 15 
 
“Marco de lectura abierto” se abrevia ORF y significa una longitud de secuencia de ácido nucleico, o bien ADN, 
ADNc o bien ARN, que comprende una señal de inicio de la traducción o codón de iniciación, tal como un ATG o 
AUG, y un codón de terminación y puede traducirse potencialmente para dar una secuencia polipeptídica. 
 20 
El término “cabeza a cabeza” se usa en el presente documento para describir la orientación de dos secuencias de 
polinucleótido en relación entre sí. Se posicionan dos polinucleótidos en una orientación cabeza a cabeza cuando el 
extremo 5’ de la hebra codificante de un polinucleótido es adyacente al extremo 5’ de la hebra codificante del otro 
polinucleótido, mediante lo cual la dirección de transcripción de cada polinucleótido avanza desde el extremo 5’ del 
otro polinucleótido. El término “cabeza a cabeza” puede abreviarse (5’)-a-(5’) y también puede indicarse por los 25 
símbolos (←→) o (3’←5’5’→3’). 
 
El término “cola a cola” se usa en el presente documento para describir la orientación de dos secuencias de 
polinucleótido en relación entre sí. Se posicionan dos polinucleótidos en una orientación cola a cola cuando el 
extremo 3’ de la hebra codificante de un polinucleótido es adyacente al extremo 3’ de la hebra codificante del otro 30 
polinucleótido, mediante lo cual la dirección de transcripción de cada polinucleótido avanza hacia el otro 
polinucleótido. El término “cola a cola” puede abreviarse (3’)-a-(3’) y también puede indicarse por los símbolos (→←) 
o (5’→3’3’←5’). 
 
El término “cabeza a cola” se usa en el presente documento para describir la orientación de dos secuencias de 35 
polinucleótido en relación entre sí. Se posicionan dos polinucleótidos en una orientación cabeza a cola cuando el 
extremo 5’ de la hebra codificante de un polinucleótido es adyacente al extremo 3’ de la hebra codificante del otro 
polinucleótido, mediante lo cual la dirección de transcripción de cada polinucleótido avanza en la misma dirección 
que la del otro polinucleótido. El término “cabeza a cola” puede abreviarse (5’)-a-(3’) y también puede indicarse por 
los símbolos (→→) o (5’→3’5’→3’). 40 
 
El término “en el sentido de 3’” se refiere a una secuencia de nucleótidos que se ubica en 3’ con respecto a la 
secuencia de nucleótidos de referencia. En particular, secuencias de nucleótidos en el sentido de 3’ se refiere en 
general a secuencias que siguen el punto de inicio de la transcripción. Por ejemplo, el codón de iniciación de la 
traducción de un gen se ubica en el sentido de 3’ del sitio de inicio de la transcripción. 45 
 
El término “en el sentido de 5’” se refiere a una secuencia de nucleótidos que se ubica en 5’ con respecto a la 
secuencia de nucleótidos de referencia. En particular, secuencias de nucleótidos en el sentido de 5’ se refiere en 
general a secuencias que se ubican en el lado en 5’ de una secuencia codificante o punto de inicio de la 
transcripción. Por ejemplo, la mayoría de los promotores se ubican en el sentido de 5’ del sitio de inicio de la 50 
transcripción. 
 
Los términos “endonucleasa de restricción” y “enzima de restricción” se refieren a una enzima que se une y corta 
dentro de una secuencia de nucleótidos específica dentro de un ADN bicatenario. 
 55 
“Recombinación homóloga” se refiere a la inserción de una secuencia de ADN foráneo en otra molécula de ADN, por 
ejemplo, la inserción de un vector en un cromosoma. Preferiblemente, el vector selecciona como diana un sitio 
cromosómico específico para la recombinación homóloga. Para la recombinación homóloga específica, el vector 
contendrá regiones de homología suficientemente largas con respecto a secuencias del cromosoma para permitir la 
unión complementaria y la incorporación del vector en el cromosoma. Regiones de homología más largas, y 60 
mayores grados de similitud de secuencia, pueden aumentar la eficacia de la recombinación homóloga. 
 
Pueden usarse varios métodos conocidos en la técnica para propagar un polinucleótido según la invención. Una vez 
que se establecen un sistema huésped y condiciones de crecimiento adecuados, los vectores de expresión 
recombinantes pueden propagarse y prepararse en cantidad. Tal como se describe en el presente documento, los 65 
vectores de expresión que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, los siguientes vectores o sus derivados: 
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virus humano o animal tal como virus vaccinia o adenovirus; virus de insecto tales como baculovirus; vectores de 
levadura; vectores de bacteriófagos (por ejemplo, lambda), y vectores de ADN de plásmido y cósmido, por citar 
algunos. 
 
Un “vector” es cualquier medio para la clonación de y/o transferencia de un ácido nucleico a una célula huésped. Un 5 
vector puede ser un replicón al que puede unirse otro segmento de ADN de modo que se ocasiona la replicación del 
segmento unido. Un “replicón” es cualquier elemento genético (por ejemplo, plásmido, fago, cósmido, cromosoma, 
virus) que funciona como una unidad autónoma de replicación de ADN in vivo, es decir, que puede replicarse bajo su 
propio control. El término “vector” incluye tanto medios virales como no virales para introducir el ácido nucleico en 
una célula in vitro, ex vivo o in vivo. Puede usarse un gran número de vectores conocidos en la técnica para 10 
manipular ácidos nucleicos, incorporar elementos de respuesta y promotores en genes, etc. Los posibles vectores 
incluyen, por ejemplo, plásmidos o virus modificados incluyendo, por ejemplo, bacteriófagos tales como derivados de 
lambda, o plásmidos tales como derivados de plásmidos pBR322 o pUC, o el vector Bluescript. Por ejemplo, la 
inserción de los fragmentos de ADN correspondientes a elementos de respuesta y promotores en un vector 
adecuado puede realizarse ligando los fragmentos de ADN apropiados en un vector elegido que tiene extremos 15 
terminales cohesivos complementarios. Alternativamente, los extremos de las moléculas de ADN pueden 
modificarse de manera enzimática o puede producirse cualquier sitio ligando secuencias de nucleótidos (ligadores) 
en los extremos terminales de ADN. Tales vectores pueden modificarse por ingeniería para contener genes 
marcadores seleccionables que proporcionan la selección de células que han incorporado el marcador en el genoma 
celular. Tales marcadores permiten la identificación y/o selección de células huésped que incorporan y expresan las 20 
proteínas codificadas por el marcador. 
 
Se han usado vectores virales, y particularmente vectores retrovirales, en una amplia variedad de aplicaciones de 
suministro de genes en células, así como sujetos animales vivos. Los vectores virales que pueden usarse incluyen 
pero no se limitan a vectores de retrovirus, virus adenoasociados, viruela, baculovirus, vaccinia, herpes simple, 25 
Epstein-Barr, adenovirus, geminivirus y caulimovirus. Los vectores no virales incluyen plásmidos, liposomas, lípidos 
cargados eléctricamente (citofectinas), complejos de ADN-proteína y biopolímeros. Además de un ácido nucleico, un 
vector también puede comprender una o más regiones reguladoras, y/o marcadores seleccionables útiles en la 
selección, medición y monitorización de los resultados de la transferencia de ácido nucleico (transferencia a qué 
tejidos, duración de la expresión, etc.). 30 
 
El término “plásmido” se refiere a un elemento extracromosómico que porta a menudo un gen que no es parte del 
metabolismo central de la célula, y habitualmente en la forma de moléculas de ADN bicatenario circular. Tales 
elementos pueden ser secuencias de replicación autónoma, secuencias de integración en el genoma, secuencias de 
nucleótidos o fagos, secuencias lineales, circulares o superenrolladas de un ADN o ARN mono o bicatenario, 35 
derivado de cualquier fuente, en los que varias secuencias de nucleótidos se han unido o recombinado para dar un 
único constructo que puede introducir un fragmento promotor y una secuencia de ADN para un producto génico 
seleccionado junto con una secuencia no traducida en 3’ apropiada en una célula. 
 
Un “vector de clonación” es un “replicón”, que es una longitud unitaria de un ácido nucleico, preferiblemente ADN, 40 
que se replica secuencialmente y que comprende un origen de replicación, tal como un plásmido, fago o cósmido, al 
que puede unirse otro segmento de ácido nucleico para ocasionar la replicación del segmento unido. Los vectores 
de clonación pueden replicarse en un tipo celular y expresarse en otro (“vector lanzadera”). 
 
Pueden introducirse vectores en las células huésped deseadas mediante métodos conocidos en la técnica, por 45 
ejemplo, transfección, electroporación, microinyección, transducción, fusión celular, DEAE dextrano, precipitación 
con fosfato de calcio, lipofección (fusión de lisosomas), uso de un pistola génica o un transportador de vector de 
ADN (véanse, por ejemplo, Wu et al., 1992, J. Biol. Chem. 267: 963-967; Wu y Wu, 1988, J. Biol. Chem. 263: 14621-
14624; y Hartmut et al., solicitud de patente canadiense n.º 2.012.311, presentada el 15 de marzo de 1990). 
 50 
Un polinucleótido según la invención también puede introducirse in vivo mediante lipofección. Durante la última 
década, ha habido un uso creciente de liposomas para encapsulación y transfección de ácidos nucleicos in vitro. 
Pueden usarse lípidos catiónicos sintéticos diseñados para limitar las dificultades y peligros encontrados con la 
transfección mediada por liposomas para preparar liposomas para la transfección in vivo de un gen que codifica para 
un marcador (Felgner et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84: 7413; Mackey, et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. 55 
U.S.A. 85:8027-8031; y Ulmer et al., 1993, Science 259: 1745-1748). El uso de lípidos catiónicos puede promover la 
encapsulación de ácidos nucleicos cargados negativamente, y también promover la fusión con membranas celulares 
cargadas negativamente (Felgner y Ringold, 1989, Science 337:387-388). Se describen composiciones y 
compuestos lipídicos particularmente útiles para la transferencia de ácidos nucleicos en las publicaciones 
internacionales de patente WO 95/18863 y WO 96/17823, y en la patente de EE.UU. n.º 5.459.127. El uso de 60 
lipofección para introducir genes exógenos en los órganos específicos in vivo tiene determinadas ventajas prácticas. 
El direccionamiento molecular de liposomas a células específicas representa un área de beneficio. Está claro que 
dirigir la transfección a tipos celulares particulares se preferiría particularmente en un tejido con heterogeneidad 
celular, tal como páncreas, hígado, riñón y el cerebro. Pueden acoplarse químicamente lípidos a otras moléculas 
para el fin de direccionamiento (Mackey, et al., 1988, citado anteriormente). Péptidos dirigidos, por ejemplo, 65 
hormonas o neurotransmisores, y proteínas tales como anticuerpos, o moléculas no peptídicas podrían acoplarse a 
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liposomas químicamente. 
 
Otras moléculas también son útiles para facilitar la transfección de un ácido nucleico in vivo, tal como un oligopéptido 
catiónico (por ejemplo, el documento WO 95/21931), péptidos derivados de proteínas de unión a ADN (por ejemplo, 
el documento WO 96/25508) o un polímero catiónico (por ejemplo, el documento WO 95/21931). 5 
 
También es posible introducir un vector in vivo como un plásmido de ADN desnudo (véase las patentes de EE.UU. 
5.693.622, 5.589.466 y 5.580.859). También pueden usarse enfoques de suministro de ADN mediado por receptor 
(Curiel et al., 1992, Hum. Gen Ther. 3: 147-154; y Wu y Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262: 4429-4432). 
 10 
El término “transfección” significa la captación de ARN o ADN exógeno o heterólogo por una célula. Una célula se ha 
“transfectado” por ARN o ADN exógeno o heterólogo cuando se ha introducido tal ARN o ADN dentro de la célula. 
Una célula se ha “transformado” por ARN o ADN exógeno o heterólogo cuando el ARN o ADN transfectado efectúa 
un cambio fenotípico. El ARN o ADN transformante puede integrarse (unirse de manera covalente) en el ADN 
cromosómico que constituye el genoma de la célula. 15 
 
“Transformación” se refiere a la transferencia de un fragmento de ácido nucleico al genoma de un organismo 
huésped, dando como resultado herencia genéticamente estable. Los organismos huésped que contienen los 
fragmentos de ácido nucleico transformados se denominan organismos “transformados” o “recombinantes” o 
“transformados”. 20 
 
El término “región genética” se referirá a una región de una molécula de ácido nucleico o una secuencia de 
nucleótidos que comprende un gen que codifica para un polipéptido. 
 
Además, el vector recombinante que comprende un polinucleótido según la invención puede incluir uno o más 25 
origines para la replicación en los huéspedes celulares en los que se busca su amplificación o su expresión, 
marcadores o marcadores seleccionables. 
 
El término “marcador seleccionable” significa un factor de identificación, habitualmente un gen de resistencia a 
antibióticos o productos químicos, que puede seleccionarse basándose en el efectos del gen marcador, es decir, 30 
resistencia a un antibiótico, resistencia a un herbicida, marcadores colorimétricos, enzimas, marcadores 
fluorescentes, y similares, en los que se usa el efecto para rastrear la herencia de un ácido nucleico de interés y/o 
para identificar una célula u organismo que ha heredado el ácido nucleico de interés. Los ejemplos de genes 
marcadores seleccionables conocidos y usados en la técnica incluyen: genes que proporcionan resistencia a 
ampicilina, estreptomicina, gentamicina, kanamicina, higromicina, herbicida bialafos, sulfonamida, y similares; y 35 
genes que se usan como marcadores fenotípicos, es decir, genes reguladores de antocianina, gen de isopentanil 
transferasa, y similares. 
 
El término “gen indicador” significa un ácido nucleico que codifica para un factor de identificación que puede 
identificarse basándose en el efecto del gen indicador, en el que se usa el efecto para rastrear la herencia de un 40 
ácido nucleico de interés, identificar una célula u organismo que ha heredado el ácido nucleico de interés y/o medir 
la inducción o transcripción de la expresión génica. Los ejemplos de genes indicadores conocidos y usados en la 
técnica incluyen: luciferasa (Luc), proteína fluorescente verde (GFP), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), -
galactosidasa (LacZ), -glucuronidasa (Gus), y similares. Los genes marcadores seleccionables también pueden 
considerarse genes indicadores. 45 
 
“Promotor” se refiere a una secuencia de ADN que puede controlar la expresión de una secuencia codificante o ARN 
funcional. En general, una secuencia codificante se ubica en 3’ con respecto a una secuencia promotora. Los 
promotores pueden derivarse en su totalidad de un gen nativo, o pueden estar compuestos por diferentes elementos 
derivados de diferentes promotores encontrados en la naturaleza, o incluso pueden comprender segmentos de ADN 50 
sintético. Los expertos en la técnica entienden que diferentes promotores pueden dirigir la expresión de un gen en 
diferentes tejidos o tipos celulares, o en diferentes estadios de desarrollo, o en respuesta a condiciones ambientales 
o fisiológicas diferentes. Los promotores que hacen que un gen se exprese en la mayoría de los tipos celulares la 
mayoría de las veces se denominan comúnmente “promotores constitutivos”. Los promotores que hacen que un gen 
se exprese en un tipo celular específico se denominan comúnmente “promotores específicos de célula” o 55 
“promotores específicos de tejido”. Los promotores que hacen que un gen se exprese en un estadio específico de 
desarrollo o diferenciación celular se denominan comúnmente “promotores específicos del desarrollo” o “promotores 
específicos de diferenciación celular”. Los promotores que se inducen y hacen que un gen se exprese tras la 
exposición o el tratamiento de la célula con un agente, molécula biológica, producto químico, ligando, luz, o similares 
que induce el promotor se denominan comúnmente “promotores inducibles” o “promotores regulables”. Se reconoce 60 
además que ya que en la mayoría de los casos los límites exactos de secuencias reguladoras no se han definido 
completamente, fragmentos de ADN de diferentes longitudes pueden tener actividad promotora idéntica. 
 
Una “secuencia promotora” es una región reguladora de ADN que puede unirse a ARN polimerasa en una célula e 
iniciar la transcripción de una secuencia codificante en el sentido de 3’ (dirección 3’). Para fines de definición de la 65 
presente invención, la secuencia promotora está limitada en su extremo terminal 3’ por el sitio de iniciación de la 
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transcripción y se extiende en el sentido de 5’ (dirección 5’) incluyendo el número mínimo de bases o elementos 
necesarios para iniciar la transcripción a niveles detectables por encima del fondo. Dentro de la secuencia promotora 
se encontrará un sitio de iniciación de la transcripción (definido convenientemente por ejemplo, mediante mapeo con 
nucleasa S1), así como dominios de unión a proteína (secuencias consenso) responsables de la unión de ARN 
polimerasa. 5 
 
Una secuencia codificante está “bajo el control” de secuencias de control de la transcripción y traducción en una 
célula cuando la ARN polimerasa transcribe la secuencia codificante para dar ARNm, que entonces se corta y 
empalma en trans (si la secuencia codificante contiene intrones) y se traduce para dar la proteína codificada por la 
secuencia codificante. 10 
 
“Secuencias de control de la transcripción y traducción” son secuencias reguladoras de ADN, tales como 
promotores, potenciadores, terminadores, y similares, que proporcionan la expresión de una secuencia codificante 
en una célula huésped. En células eucariotas, las señales de poliadenilación son secuencias de control. 
 15 
El término “elemento de respuesta” significa uno o más elementos de ADN de actuación en cis que confieren 
receptividad en un promotor mediada a través de la interacción con los dominios de unión a ADN del primer gen 
quimérico. Este elemento de ADN puede ser o bien palindrómico (perfecto o imperfecto) en su secuencia o bien 
puede estar compuesto por motivos de secuencias o semisitios separados por un número variable de nucleótidos. 
Los semisitios pueden ser similares o idénticos y estar dispuestos como repeticiones o bien directas o bien invertidas 20 
o como un semisitio individual o multímeros de semisitios adyacentes en tándem. El elemento de respuesta puede 
comprender un promotor mínimo aislado de diferentes organismos dependiendo de la naturaleza de la célula u 
organismo en el que se incorporará el elemento de respuesta. El dominio de unión a ADN de la primera proteína 
híbrida se une, en presencia o ausencia de un ligando, a la secuencia de ADN de un elemento de respuesta para 
iniciar o suprimir la transcripción del/de los gen(es) en el sentido de 3’ bajo la regulación de este elemento de 25 
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); 
AGGTCAN(n)AGGTCA, en el que N(n) puede ser uno o más nucleótidos 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). 30 
 
El término “operativamente unido” se refiere a la asociación de secuencias de ácido nucleico en un único fragmento 
de ácido nucleico de modo que la función de uno se ve afectada por el otro. Por ejemplo, un promotor está 
operativamente unido a una secuencia codificante cuando puede afectar la expresión de la secuencia codificante (es 
decir, que la secuencia codificante está bajo el control de la transcripción del promotor). Las secuencias codificantes 35 
pueden estar operativamente unidas a secuencias reguladoras en orientación sentido o antisentido. 
 
El término “expresión”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la transcripción y acumulación estable 
de (ARNm) sentido o ARN antisentido derivado de un ácido nucleico o polinucleótido. Expresión también puede 
referirse a la traducción de ARNm para dar una proteína o polipéptido. 40 
 
Los términos “casete”, “casete de expresión” y “casete de expresión génica” se refieren a un segmento de ADN que 
puede insertarse en un ácido nucleico o polinucleótido en sitios de restricción específicos o mediante recombinación 
homóloga. El segmento de ADN comprende un polinucleótido que codifica para un polipéptido de interés, y el casete 
y los sitios de restricción se diseñan para garantizar la inserción del casete en el marco de lectura apropiado para la 45 
transcripción y traducción. “Casete de transformación” se refiere a un vector específico que comprende un 
polinucleótido que codifica para un polipéptido de interés y que tiene elementos además del polinucleótido que 
facilitan la transformación de una célula huésped particular. Casetes, casetes de expresión, casetes de expresión 
génica y casetes de transformación de la invención también pueden comprender elementos que permiten la 
expresión potenciada de un polinucleótido que codifica para un polipéptido de interés en una célula huésped. Estos 50 
elementos pueden incluir, pero no se limitan a: un promotor, un promotor mínimo, un potenciador, un elemento de 
respuesta, una secuencia terminadora, una secuencia de poliadenilación, y similares. 
 
Para fines de esta invención, el término “interruptor génico” se refiere a la combinación de un elemento de respuesta 
asociado con un promotor, y un sistema basado en EcR que, en presencia de uno o más ligandos, modula la 55 
expresión de un gen en el que se incorporan el elemento de respuesta y el promotor. 
 
Los términos “modular” y “modula” significan inducir, reducir o inhibir el ácido nucleico o la expresión génica, dando 
como resultado la respectiva inducción, reducción o inhibición de la producción de proteína o polipéptido. 
 60 
Los plásmidos o vectores según la descripción pueden comprender además al menos un promotor adecuado para 
dirigir la expresión de un gen en una célula huésped. El término “vector de expresión” significa un vector, plásmido o 
vehículo diseñado para permitir la expresión de una secuencia de ácido nucleico insertada tras la transformación en 
el huésped. El gen clonado, es decir, la secuencia de ácido nucleico insertada, se coloca habitualmente bajo el 
control de elementos de control tales como un promotor, un promotor mínimo, un potenciador, o similares. Los 65 
promotores o regiones de control de la iniciación, que son útiles para dirigir la expresión de un ácido nucleico en la 
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célula huésped deseada son numerosos y familiares para los expertos en la técnica. Prácticamente cualquier 
promotor que pueda dirigir estos genes es adecuado para la presente invención incluyendo pero sin limitarse a: 
promotores virales, promotores bacterianos, promotores animales, promotores de mamíferos, promotores sintéticos, 
promotores constitutivos, promotor específico de tejido, promotores específicos del desarrollo, promotores 
inducibles, promotores regulados por la luz; CYC1, HIS3, GALI, GAL4, GAL10, ADH1, PGK, PHO5, GAPDH, ADC1, 5 
TRP1, URA3, LEU2, ENO, TPI, promotores de fosfatasa alcalina (útiles para la expresión en Saccharomyces); 
promotor AOX1 (útil para la expresión en Pichia); promotores de -lactamasa, lac, ara, tet, trp, IPL, LPR, T7, tac y trc 
(útiles para la expresión en Escherichia coli); promotores regulados por la luz, específicos de semilla, específicos de 
polen, específicos de ovarios, relacionados con patogénesis o enfermedad, 35S del virus del mosaico de la coliflor, 
mínimo 35S de CMV, del virus del mosaico de la mandioca (CsVMV), proteína de unión a clorofila a/b, ribulosa 1,5-10 
bisfosfato carboxilasa, específicos de brotes, específicos de raíces, quitinasa, inducibles por estrés, del virus 
baciliforme del tungro del arroz, promotor superior de plantas, leucina aminopeptidasa de la patata, nitrato reductasa, 
manopina sintasa, nopalina sintasa, ubiquitina, proteína zeína y antocianina (útiles para la expresión en células 
vegetales); los promotores animales y de mamíferos conocidos en la técnica incluyen, pero no se limitan a, la región 
promotora temprana del SV40 (SV40e), el promotor contenido en la repetición terminal larga en 3’ (LTR) del virus del 15 
sarcoma de Rous (RSV), los promotores de los genes tardíos principales E1A (MLP) de adenovirus (Ad), el promotor 
temprano del citomegalovirus (CMV), el promotor de timidina cinasa (TK) del virus del herpes simple (HSV), un 
promotor de baculovirus IE1, un promotor del factor de elongación 1 alfa (EF1), un promotor de la fosfoglicerato 
cinasa (PGK), un promotor de ubiquitina (Ubc), un promotor de albúmina, las secuencias reguladoras del promotor 
de la L-metalotioneína de ratón y regiones de control de la transcripción, los promotores ubicuos (HPRT, virnentina, 20 
-actina, tubulina y similares), los promotores de los filamentos intermedios (desmina, neurofilamentos, queratina, 
GFAP, y similares), los promotores de genes terapéuticos (del MDR, CFTR o tipo de factor VIII, y similares), 
promotores relacionados con enfermedad o patogénesis, y promotores que presentan especificidad de tejido y se 
han utilizado en animales transgénicos, tales como la región de control del gen I de la elastasa que es activa en 
células acinares pancreáticas; región de control del gen de la insulina activa en células beta pancreáticas, región de 25 
control del gen de la inmunoglobulina activa en células linfoides, región de control del virus de tumor mamario de 
ratón activa en células testiculares, de mama, linfoides y mastocitos; regiones de control del gen de la albúmina, Apo 
AI y Apo AII activas en el hígado, región de control del gen de la alfa-fetoproteína activa en el hígado, región de 
control del gen de la alfa 1-antitripsina activa en el hígado, región de control del gen de la beta-globina activa en 
células mieloides, región de control del gen de la proteína básica de la mielina activa en células de oligodendrocitos 30 
en el cerebro, región de control del gen de la cadena-2 ligera de la miosina activa en el músculo esquelético, y 
región de control del gen de la hormona liberadora de la gonadotropina activa en el hipotálamo, promotor de la 
piruvato cinasa, promotor de vilina, promotor de la proteína intestinal de unión a ácidos grasos, promotor de la -
actina de células de músculo liso, y similares. Además, estas secuencias de expresión pueden modificarse mediante 
la adición de secuencias reguladoras o potenciadoras y similares. 35 
 
Los potenciadores que pueden usarse en realizaciones de la invención incluyen pero no se limitan a: un potenciador 
de SV40, un potenciador de citomegalovirus (CMV), un potenciador de factor I de elongación (EF1), potenciadores 
de levadura, potenciadores de genes virales, y similares. 
 40 
Las regiones de control de la terminación, es decir, secuencias terminadoras o de poliadenilación, también pueden 
derivarse de diversos genes nativos para los huéspedes preferidos. Opcionalmente, un sitio de terminación puede 
no ser necesario, sin embargo, se prefiere más si se incluye. En una realización preferida de la descripción, la región 
de control de la terminación puede estar compuesta por o derivarse de una secuencia sintética, señal de 
poliadenilación sintética, una señal de poliadenilación tardía de SV40, una señal de poliadenilación de SV40, una 45 
señal de poliadenilación de la hormona de crecimiento bovina (BGH), secuencias de terminadores virales, o 
similares. 
 
Los términos “secuencias no codificantes en 3’” o “región no traducida en 3’ (UTR)” se refieren a secuencias de ADN 
ubicadas en el sentido de 3’ (3’) de una secuencia codificante y pueden comprender secuencias de reconocimiento 50 
de la poliadenilación [poli(A)] y otras secuencias que codifican para señales reguladoras que pueden afectar al 
procesamiento de ARNm o a la expresión génica. La señal de poliadenilación se caracteriza habitualmente por 
afectar a la adición de tramos de ácido poliadenílico al extremo 3’ del precursor de ARNm. 
 
“Región reguladora” significa una secuencia de ácido nucleico que regula la expresión de una segunda secuencia de 55 
ácido nucleico. Una región reguladora puede incluir secuencias que son responsables de manera natural de la 
expresión de un ácido nucleico particular (una región homóloga) o pueden incluir secuencias de un origen diferente 
que son responsables de la expresión de diferentes proteínas o incluso proteínas sintéticas (una región heteróloga). 
En particular, las secuencias pueden ser secuencias de genes procariotas, eucariotas o virales o secuencias 
derivadas que estimulan o reprimen la transcripción de un gen de una manera específica o no específica y de una 60 
manera inducible o no inducible. Las regiones reguladoras incluyen origines de replicación, sitios de corte y 
empalme de ARN, promotores, potenciadores, secuencias de terminación de la transcripción y secuencias señal que 
dirigen el polipéptido a las rutas secretoras de la célula diana. 
 
Una región reguladora de una “fuente heteróloga” es una región reguladora que no está asociada de manera natural 65 
con el ácido nucleico expresado. Se incluyen entre las región reguladoras heteróloga regiones reguladoras de una 
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especie diferente, regiones reguladoras de un gen diferente, secuencias reguladoras híbridas y secuencias 
reguladoras que no se producen en la naturaleza, pero que se diseñan por un experto en la técnica. 
 
“Transcrito de ARN” se refiere al producto resultante de la transcripción catalizada por la ARN polimerasa de una 
secuencia de ADN. Cuando el transcrito de ARN es una copia complementaria perfecta de la secuencia de ADN, se 5 
denomina transcrito primario o puede ser una secuencia de ARN derivada del procesamiento postranscripcional del 
transcrito primario y se denomina ARN maduro. “ARN mensajero (ARN)” se refiere al ARN que no tiene intrones y 
que puede traducirse para dar una proteína por la célula. “ADNc” se refiere a un ADN bicatenario que es 
complementario a y se deriva de ARNm. ARN “sentido” se refiere al transcrito de ARN que incluye el ARNm y de ese 
modo puede traducirse para dar una proteína por la célula. “ARN antisentido” se refiere a un transcrito de ARN que 10 
es complementario a todo o parte de un transcrito primario diana o ARNm y que bloquea la expresión de un gen 
diana. La complementariedad de un ARN antisentido puede ser con cualquier parte del transcrito del gen específico, 
es decir, en la secuencia no codificante en 5’, secuencia no codificante en 3’ o la secuencia codificante. “ARN 
funcional” se refiere un ARN antisentido, ARN de ribozima u otro ARN que no se traduce aunque tiene un efecto 
sobre procesos celulares. 15 
 
Un “polipéptido” es un compuesto polimérico compuesto por residuos de aminoácido unidos de manera covalente. 
Los aminoácidos tienen la siguiente estructura general: 
 

 20 
 
Los aminoácidos se clasifican en siete grupos basándose en la cadena lateral R: (1) cadenas laterales alifáticas, (2) 
cadenas laterales que contienen un grupo hidroxílico (OH), (3) cadenas laterales que contienen átomos de azufre, 
(4) cadenas laterales que contienen un grupo ácido o amida, (5) cadenas laterales que contienen un grupo básico, 
(6) cadenas laterales que contienen un anillo aromático, y (7) prolina, un iminoácido en el que la cadena lateral se 25 
condensa con el grupo amino. Un polipéptido de la descripción comprende preferiblemente al menos 
aproximadamente 14 aminoácidos. 
 
Una “proteína” es un polipéptido que realiza un papel estructural o funcional en una célula viva. 
 30 
Un “polipéptido aislado” o “proteína aislada” es un polipéptido o proteína que está sustancialmente libre de los 
compuestos que normalmente están asociados con los mismos en su estado natural (por ejemplo, otras proteínas o 
polipéptidos, ácidos nucleicos, hidratos de carbono, lípidos). “Aislado” no pretende excluir mezclas artificiales o 
sintéticas con otros compuestos, o la presencia de impurezas que no interfirieren con la actividad biológica, y que 
pueden estar presentes, por ejemplo, debido a purificación incompleta, adición de estabilizadores o composición en 35 
una preparación farmacéuticamente aceptable. 
 
Un “polipéptido mutante por sustitución” o un “mutante por sustitución” se entenderá que significa un polipéptido 
mutante que comprende una sustitución de al menos un (1) aminoácido que se produce de manera natural o de tipo 
natural por un aminoácido diferente en relación con el polipéptido que se produce de manera natural o de tipo 40 
natural. Un polipéptido mutante por sustitución puede comprender sólo una (1) sustitución de aminoácido que se 
produce de manera natural o de tipo natural y puede denominarse un polipéptido “mutante puntual” o un “mutante en 
un único punto”. Alternativamente, un polipéptido mutante por sustitución puede comprender una sustitución de dos 
(2) o más aminoácidos que se producen de manera natural o de tipo natural con 2 o más aminoácidos en relación 
con el polipéptido que se produce de manera natural o de tipo natural. Según la invención, un polipéptido de dominio 45 
de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución comprende una 
sustitución de al menos un (1) aminoácido que se produce de manera natural o de tipo natural con un aminoácido 
diferente en relación con el polipéptido de dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que se 
produce de manera natural o de tipo natural. 
 50 
Cuando el polipéptido mutante por sustitución comprende una sustitución de dos (2) o más aminoácidos que se 
producen de manera natural o de tipo natural, esta sustitución puede comprender o bien un número equivalente de 
aminoácidos que se producen de manera natural o de tipo natural delecionados para la sustitución, es decir, 2 
aminoácidos que se producen de manera natural o de tipo natural reemplazados por 2 aminoácidos que no se 
producen de manera natural o de tipo no natural, o bien un número no equivalente de aminoácidos de tipo natural 55 
delecionados para la sustitución, es decir, 2 aminoácidos de tipo natural reemplazados por 1 aminoácido de tipo no 
natural (una mutación por sustitución + deleción), o 2 aminoácidos de tipo natural reemplazados por 3 aminoácidos 
de tipo no natural (una mutación por sustitución + inserción). Los mutantes por sustitución pueden describirse 
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usando un sistema de nomenclatura abreviado para indicar el residuo de aminoácido y el número reemplazado 
dentro de la secuencia polipeptídica de referencia y el nuevo residuo de aminoácido sustituido. Por ejemplo, un 
mutante por sustitución en el que el vigésimo (20º) residuo de aminoácido de un polipéptido está sustituido puede 
abreviarse como “x20z”, en el que “x” es el aminoácido que va a reemplazarse, “20” es la posición o el número del 
residuo de aminoácido dentro del polipéptido y “z” es el nuevo aminoácido sustituido. Por tanto, un mutante por 5 
sustitución abreviado de manera intercambiable como “E20A” o “Glu20Ala” indica que el mutante comprende un 
residuo de alanina (comúnmente abreviado en la técnica como “A” o “Ala”) en lugar del ácido glutámico 
(comúnmente abreviado en la técnica como “E” o “Glu”) en la posición 20 del polipéptido. 
 
Una mutación por sustitución puede prepararse mediante cualquier técnica para mutagénesis conocida en la técnica, 10 
incluyendo pero sin limitarse a, mutagénesis dirigida al sitio in vitro (Hutchinson, C., et al., 1978, J. Biol. Chem. 253: 
6551; Zoller y Smith, 1984, DNA 3: 479-488; Oliphant et al., 1986, Gen 44: 177; Hutchinson et al., 1986, Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A. 83: 710), uso de ligadores TAB® (Pharmacia), digestión por endonucleasas de restricción/deleción 
de fragmentos y sustitución, mutagénesis dirigida por oligonucleótidos/mediada por PCR, y similares. Se prefieren 
técnicas basadas en PCR para la mutagénesis dirigida al sitio (véase Higuchi, 1989, “Using PCR to Engineer DNA”, 15 
en PCR Technology: Principles and Applications for DNA Amplification, H. Erlich, ed., Stockton Press, capítulo 6, 
págs. 61-70). 
 
“Fragmento” de un polipéptido según la invención se entenderá que significa un polipéptido cuya secuencia de 
aminoácidos es más corta que la del polipéptido de referencia y que comprende, a lo largo de toda la parte con estos 20 
polipéptidos de referencia, una secuencia de aminoácidos idéntica. Tales fragmentos pueden incluirse, cuando sea 
apropiado, en un polipéptido más largo del que forman una parte. Tales fragmentos de un polipéptido según la 
invención 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 ó 300 aminoácidos. 
 25 
Una “variante” de un polipéptido o proteína es cualquier análogo, fragmento, derivado o mutante que se deriva de un 
polipéptido o proteína y que conserva al menos una propiedad biológica del polipéptido o proteína. Pueden existir en 
la naturaleza diferentes variantes del polipéptido o proteína. Estas variantes pueden ser variaciones alélicas 
caracterizadas por diferencias en las secuencias de nucleótidos del gen estructural que codifica para la proteína, o 
pueden implicar modificación postraduccional o por corte y empalme diferencial. El experto puede producir variantes 30 
que tienen sustituciones, deleciones, adiciones o reemplazos de un único o de múltiples aminoácidos. Estas 
variantes pueden incluir, entre otros: (a) variantes en las que uno o más residuos de aminoácido se sustituyen con 
aminoácidos conservativos o no conservativos, (b) variantes en las que se añaden uno o más aminoácidos al 
polipéptido o proteína, (c) variantes en las que uno o más de los aminoácidos incluye un grupo sustituyente y (d) 
variantes en las que el polipéptido o proteína se fusiona con otro polipéptido tal como albumina sérica. Los expertos 35 
habituales en la técnica conocen técnicas para obtener estas variantes, incluyendo técnicas genéticas (supresiones, 
deleciones, mutaciones, etc.), químicas y enzimáticas. Un polipéptido variante comprende preferiblemente al menos 
aproximadamente 14 aminoácidos. 
 
Una “proteína heteróloga” se refiere a una proteína no producida de manera natural en la célula. 40 
 
Una “proteína madura” se refiere a un polipéptido procesado postraduccionalmente; es decir, uno del que se ha 
retirado cualquier pre o propéptido presente en el producto de traducción primario. Proteína “precursora” se refiere al 
producto de traducción primario de ARNm; es decir, con pre y propéptidos todavía presentes. Pre y propéptidos 
pueden ser pero no se limitan a señales de localización intracelular. 45 
 
El término “péptido señal” se refiere a un polipéptido amino terminal que precede a la proteína madura secretada. El 
péptido señal se escinde de y por tanto no está presente en la proteína madura. Los péptidos señal tienen la función 
de dirigir y translocar proteínas secretadas a través de las membranas celulares. El péptido señal también se 
denomina proteína señal. 50 
 
Se incluye una “secuencia señal” al comienzo de la secuencia codificante de una proteína que va a expresarse en la 
superficie de una célula. Esta secuencia codifica para un péptido señal, en posición N-terminal con respecto al 
polipéptido maduro, que dirige la célula huésped para translocar el polipéptido. El término “secuencia señal de 
translocación” se usa en el presente documento para referirse a esta clase de secuencia señal. Pueden encontrarse 55 
secuencias señal de translocación asociadas con una variedad de proteínas nativas para eucariotas y procariotas, y 
son a menudo funcionales en ambos tipos de organismos. 
 
El término “homología,” se refiere al porcentaje de identidad entre dos restos de polinucleótido o dos de polipéptido. 
La correspondencia entre la secuencia de un resto con otro puede determinarse mediante técnicas conocidas en la 60 
técnica. Por ejemplo, puede determinarse la homología mediante una comparación directa de la información de 
secuencia entre dos moléculas de polipéptido alineando la información de secuencia y usando programas 
informáticos fácilmente disponibles. Alternativamente, puede determinarse la homología mediante hibridación de 
polinucleótidos en condiciones que forman dúplex estables entre regiones homólogas, seguido por digestión con 
nucleasa(s) específica (s) monocatenaria(s) y determinación del tamaño de los fragmentos digeridos. 65 
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Tal como se usa en el presente documento, el término “homólogo” en todas sus formas gramaticales y variaciones 
ortográficas se refiere a la relación entre proteínas que tienen un “origen evolutivo común”, incluyendo proteínas de 
superfamilias (por ejemplo, la superfamilia de las inmunoglobulinas) y proteínas homólogas de diferentes especies 
(por ejemplo, cadena ligera de la miosina, etc.) (Reeck et al., 1987, Cell 50: 667). Tales proteínas (y sus genes 
codificantes) tienen homología de secuencia, tal como se refleja por su alto grado de similitud de secuencia. Sin 5 
embargo, en su uso común y en la presente solicitud, el término “homólogo,” cuando se modifica con un adverbio tal 
como “altamente”, puede referirse a similitud de secuencia y no un origen evolutivo común. 
 
Por consiguiente, el término “similitud de secuencia” en todas las formas gramaticales se refiere al grado de 
identidad o correspondencia entre secuencias de ácido nucleico o aminoácidos de proteínas que pueden compartir o 10 
no un origen evolutivo común (véase Reeck et al., 1987, Cell 50:667). 
 
En una realización específica, dos secuencias de ADN son “sustancialmente homólogas” o “sustancialmente 
similares” cuando al menos aproximadamente el 50% (preferiblemente al menos aproximadamente el 75%, y lo más 
preferiblemente al menos aproximadamente el 90 o el 95%) de los nucleótidos coinciden a lo largo la longitud 15 
definida de las secuencias de ADN. Pueden identificarse secuencias que son sustancialmente homólogas 
comparando las secuencias usando software convencional disponible en bancos de datos de secuencias, o en un 
experimento de hibridación Southern, por ejemplo, en condiciones rigurosas tal como se define para ese sistema 
particular. La definición de condiciones de hibridación apropiadas está dentro de la experiencia de la técnica. Véase, 
por ejemplo, Sambrook et al., 1989, citado anteriormente. 20 
 
Tal como se usa en el presente documento, “sustancialmente similar” se refiere a fragmentos de ácido nucleico en 
los que los cambios en una o más bases de nucleótidos dan como resultado la sustitución de uno o más 
aminoácidos, pero no afectan a las propiedades funcionales de la proteína codificada por la secuencia de ADN. 
“Sustancialmente similar” también se refiere a fragmentos de ácido nucleico en los que los cambios en una o más 25 
bases de nucleótidos no afectan a la capacidad del fragmento de ácido nucleico para mediar en la alteración de la 
expresión génica mediante tecnología antisentido o co-supresión. “Sustancialmente similar” también se refiere a 
modificaciones de los fragmentos de ácido nucleico de la descripción tal como deleción o inserción de una o más 
bases de nucleótidos que no afectan sustancialmente a las propiedades funcionales del transcripto resultante. Por 
tanto, se entiende que la descripción abarca más que las secuencias a modo de ejemplo específicas. Cada una de 30 
las modificaciones propuestas se encuentra bien dentro de la experiencia de rutina en la técnica, así como la 
determinación de la conservación de la actividad biológica de los productos codificados. 
 
Además, el experto reconoce que también se definen secuencias sustancialmente similares abarcadas por esta 
descripción por su capacidad para hibridarse, en condiciones rigurosas (0,1X SSC, SDS al 0,1%, 65ºC y lavado con 35 
2X SSC, SDS al 0,1% seguido por 0,1X SSC, SDS al 0,1%), con las secuencias mostradas a modo de ejemplo en el 
presente documento. Fragmentos de ácido nucleico sustancialmente similares de la descripción son los fragmentos 
de ácido nucleico cuyas secuencias de ADN son al menos el 70% idénticas a la secuencia de ADN de los 
fragmentos de ácido nucleico notificados en el presente documento. Fragmentos de ácido nucleico sustancialmente 
preferidos de la descripción son los fragmentos de ácido nucleico cuyas secuencias de ADN son al menos el 80% 40 
idénticas a la secuencia de ADN de los fragmentos de ácido nucleico notificados en el presente documento. 
Fragmentos de ácido nucleico más preferidos son al menos el 90% idénticos a la secuencia de ADN de los 
fragmentos de ácido nucleico notificados en el presente documento. Se prefieren incluso más fragmentos de ácido 
nucleico que son al menos el 95% idénticos a la secuencia de ADN de los fragmentos de ácido nucleico notificados 
en el presente documento. 45 
 
Dos secuencias de aminoácido son “sustancialmente homólogas” o “sustancialmente similares” cuando más de 
aproximadamente el 40% de los aminoácidos son idénticos, o más del 60% son similares (funcionalmente idénticos). 
Preferiblemente, se identifican secuencias similares u homólogas mediante alineación usando, por ejemplo, el 
programa Pileup GCG (Genetics Computer Group, Program Manual for the GCG Package, versión 7, Madison, 50 
Wisconsin). 
 
El término “correspondiente a” se usa en el presente documento para referirse a secuencias similares u homólogas, 
ya sea la posición exacta idéntica o diferente de la molécula con la que se mide la similitud u homología. Una 
alineación de secuencia de ácido nucleico o aminoácidos puede incluir espacios. Por tanto, el término 55 
“correspondiente a” se refiere a la similitud de secuencia, y no a la numeración de los residuos de aminoácido o 
bases de nucleótidos. 
 
Una “parte sustancial” de un secuencia de nucleótidos o aminoácidos comprende lo suficiente de la secuencia de 
aminoácidos de un polipéptido o la secuencia de nucleótidos de un gen para identificar supuestamente ese 60 
polipéptido o gen, o bien mediante evaluación manual de la secuencia por un experto en la técnica, o bien mediante 
comparación de secuencias automatizada por ordenador e identificación 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, se necesita una secuencia de diez o más aminoácidos contiguos o 
treinta o más nucleótidos con el fin de identificar supuestamente una secuencia polipeptídica o de ácido nucleico 65 
como homóloga con respecto a una proteína o gen conocido. Además, con respecto a secuencias de nucleótidos, 

ES 2 422 303 T3

 



20 

pueden usarse sondas oligonucleotídicas específicas de gen que comprenden 20-30 nucleótidos contiguos en 
métodos dependientes de secuencia de identificación (por ejemplo, hibridación Southern) y aislamiento (por ejemplo, 
hibridación in situ de colonias bacterianas o placas de bacteriófagos) de genes. Además, pueden usarse 
oligonucleótidos cortos de 12-15 bases como cebadores de amplificación en PCR con el fin de obtener un fragmento 
de ácido nucleico particular que comprende los cebadores. Por consiguiente, una “parte sustancial” de una 5 
secuencia de nucleótidos comprende lo suficiente de la secuencia para identificar y/o aislar específicamente un 
fragmento de ácido nucleico que comprende la secuencia. 
 
El término “porcentaje de identidad”, tal como se conoce en la técnica, es una relación entre dos o más secuencias 
polipeptídicas o dos o más secuencias de polinucleótido, tal como se determina comparando las secuencias. En la 10 
técnica, “identidad” también significa el grado de relación de secuencia entre secuencias polipeptídicas o de 
polinucleótido, según sea el caso, tal como se determina por la coincidencia entre cadenas de tales secuencias. La 
“identidad” y “similitud” pueden calcularse fácilmente mediante métodos conocidos, incluyendo pero sin limitarse a 
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 15 
Analysis of Sequence Data, parte I (Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds.) 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., eds.) Stockton Press, Nueva York (1991). Se diseñan métodos preferidos para 
determinar la identidad para proporcionar la mejor coincidencia entre las secuencias sometidas a prueba. Los 
métodos para determinar la identidad y similitud están codificados en programas informáticos disponibles para el 20 
público. Pueden realizarse alineaciones de secuencias y cálculos del porcentaje de identidad usando el programa 
Megalign del conjunto de análisis bioinformático LASERGENE (DNASTAR Inc., Madison, WI). Pueden realizarse 
alineaciones múltiples de las secuencias usando el método de alineación Clustal (Higgins y Sharp (1989) CABIOS. 
5:151-153) con los parámetros por defecto (PENALIZACIÓN POR HUECO=10, PENALIZACIÓN POR LONGITUD 
DE HUECO=10). Pueden seleccionarse parámetros por defecto para alineaciones por parejas usando el método 25 
Clustal: KTUPLO 1, PENALIZACIÓN POR HUECO=3, VENTANA= 5 y DIAGONALES GUARDADAS=5. 
 
El término “software de análisis de secuencias” se refiere a cualquier algoritmo informático o programa de software 
que es útil para el análisis de secuencias de nucleótidos o aminoácidos. El “software de análisis de secuencias” 
puede desarrollarse independientemente o está disponible comercialmente. El software de análisis de secuencias 30 
típico incluirá pero no se limita al conjunto de de programas GCG (Wisconsin Package versión 9.0, Genetics 
Computer Group (GCG), Madison, WI), BLASTP, BLASTN, BLASTX (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990) 
y DNASTAR (DNASTAR, Inc. 1228 S. Park St. Madison, WI 53715 EE.UU.). Dentro del contexto de esta solicitud se 
entenderá que cuando el software de análisis de secuencias se usa para el análisis, los resultados del análisis se 
basarán en los “valores por defecto” del programa al que se hace referencia, a menos que se especifique lo 35 
contrario. Tal como se usa en el presente documento, “valores por defecto” significará cualquier conjunto de valores 
o parámetros que se cargan de manera original con el software cuando se inicia por primera vez. 
 
Pueden ensamblarse “genes sintéticos” a partir de bloques de construcción de oligonucleótidos que se sintetizan 
químicamente usando procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Estos bloques de construcción se 40 
ligan y se aparean para formar segmentos génicos que entonces se ensamblan de manera enzimática para construir 
el gen entero. “Sintetizado químicamente”, en relación con una secuencia de ADN, significa que los nucleótidos 
componentes se ensamblaron in vitro. Puede lograrse la síntesis química manual de ADN usando procedimientos 
bien establecidos, o puede realizarse síntesis química automatizada usando una de varias máquinas disponibles 
comercialmente. Por consiguiente, los genes pueden adaptarse para expresión génica óptima basándose en la 45 
optimización de la secuencia de nucleótidos para reflejar el sesgo de codones de la célula huésped. El experto 
aprecia la probabilidad de expresión génica satisfactoria si el uso de codones experimenta un sesgo hacia los 
codones favorecidos por el huésped. La determinación de codones preferidos puede basarse en un estudio de 
genes derivados de la célula huésped en la que está disponible información de secuencias. 
 50 
Tal como se usa en el presente documento, se dice que dos o más sistemas de regulación génica que pueden 
funcionar individualmente son “ortogonales” cuando; a) la modulación de cada uno de los sistemas dados por su 
respectivo ligando, a una concentración elegida, da como resultado un cambio medible en la magnitud de la 
expresión del gen de este sistema, y b) el cambio es diferente de manera estadísticamente significativa que el 
cambio en la expresión de todos los demás sistemas que pueden funcionar simultáneamente en la célula, tejido u 55 
organismo, independientemente de la simultaneidad o secuencialidad de la modulación real. Preferiblemente, la 
modulación de cada sistema de regulación génica que puede funcionar individualmente efectúa un cambio en la 
expresión génica al menos 2 veces ,mayor que todos los demás sistemas que pueden funcionar en la célula, tejido u 
organismo. Más preferiblemente, el cambio es al menos 5 veces mayor. Incluso más preferiblemente, el cambio es 
al menos 10 veces mayor. Todavía más preferiblemente, el cambio es al menos 100 veces mayor. Incluso todavía 60 
más preferiblemente, el cambio es al menos 500 veces mayor. Idealmente, la modulación de cada uno de los 
sistemas dados por su respectivo ligando a una concentración elegida da como resultado un cambio medible en la 
magnitud de la expresión del gen de ese sistema y ningún cambio medible en la expresión de todos los demás 
sistemas que pueden funcionar en la célula, tejido u organismo. En tales casos, se dice que el sistema de regulación 
génica inducible múltiple es “completamente ortogonal”. La presente descripción es útil para buscar ligandos 65 
ortogonales y sistemas de expresión génica basados en receptores ortogonales tales como los descritos en la 

ES 2 422 303 T3

 



21 

solicitud estadounidense en tramitación junto con la presente 60/237446. 
 
Sistema de modulación de la expresión génica de la invención 
 
Los solicitantes han identificado en el presente documento residuos de aminoácido que están implicados en la unión 5 
de ligando a un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que afecta a la sensibilidad a ligando y la 
magnitud de la inducción en un sistema de expresión génica inducible basado en receptor de ecdisona. Los 
solicitantes describen en el presente documento la construcción de receptores nucleares de grupo H que 
comprenden mutaciones por sustitución (denominado en el presente documento “mutantes por sustituciones”) a 
estos residuos críticos y la demostración de que estos receptores nucleares mutantes por sustitución son útiles en 10 
métodos para modular la expresión génica. Tal como se presenta en el presente documento, los receptores 
nucleares mutantes por sustitución novedosos de los solicitantes y su uso en un sistema de expresión génica 
inducible basado en receptores nucleares proporciona un sistema de expresión génica inducible mejorado tanto en 
las células huésped procariotas como eucariotas en las que la sensibilidad a ligando y la magnitud de la 
transactivación puede seleccionarse según se desea, dependiendo de la aplicación. 15 
 
Por tanto, la presente invención se refiere a polinucleótidos y polipéptidos receptores nucleares de grupo H mutantes 
por sustitución novedosos, un sistema de expresión génica inducible basado en receptores nucleares que 
comprende tales polinucleótidos y polipéptidos del receptor nuclear de grupo H mutado, y métodos para modular la 
expresión de un gen dentro de una célula huésped usando un sistema de expresión génica inducible basado en 20 
receptores nucleares de ese tipo. 
 
En particular, la presente invención se refiere a un sistema de modulación de la expresión génica que comprende al 
menos un casete de expresión génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende un 
polinucleótido que codifica para un polipéptido que comprende un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de 25 
grupo H que comprende una mutación por sustitución. Preferiblemente, el dominio de unión a ligando de receptor 
nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución procede de un receptor de ecdisona, un receptor 
ubicuo, un receptor huérfano 1, un NER-1, un receptor nuclear de hormonas esteroideas 1, una proteína 15 de 
interacción de receptor retinoide X, un receptor hepático X , una proteína similar al receptor de hormonas 
esteroideas, un receptor hepático X, un receptor hepático X , un receptor farnesoide X, una proteína 14 de 30 
interacción de receptor y un receptor de farnesol. Más preferiblemente, el dominio de unión a ligando de receptor 
nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución procede de un receptor de ecdisona. 
 
En una realización específica, el sistema de modulación de la expresión génica comprende un casete de expresión 
génica que comprende un polinucleótido que codifica para un polipéptido que comprende un dominio de 35 
transactivación, un dominio de unión a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya 
expresión ha de modularse; y un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una 
mutación por sustitución. El sistema de modulación de la expresión génica puede comprender además un segundo 
casete de expresión génica que comprende: i) un elemento de respuesta reconocido por el dominio de unión a ADN 
del polipéptido codificado del primer casete de expresión génica; ii) un promotor que se activa por el dominio de 40 
transactivación del polipéptido codificado del primer casete de expresión génica; y iii) un gen cuya expresión ha de 
modularse. 
 
En otra realización específica, el sistema de modulación de la expresión génica comprende un casete de expresión 
génica que comprende a) un polinucleótido que codifica para un polipéptido que comprende un dominio de 45 
transactivación, un dominio de unión a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya 
expresión ha de modularse; y un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una 
mutación por sustitución y b) un segundo dominio de unión a ligando de receptor nuclear seleccionado del grupo que 
consiste en un dominio de unión a ligando de receptor retinoide X de vertebrado, un dominio de unión a ligando de 
receptor retinoide X de invertebrado, un dominio de unión a ligando de proteína ultraespiráculo, y un dominio de 50 
unión a ligando quimérico que comprende dos fragmentos de polipéptido, en el que el primer fragmento de 
polipéptido procede de un dominio de unión a ligando de receptor retinoide X de vertebrado, un dominio de unión a 
ligando de receptor retinoide X de invertebrado, o un dominio de unión a ligando de proteína ultraespiráculo, y el 
segundo fragmento de polipéptido procede de un dominio de unión a ligando de receptor retinoide X de vertebrado, 
dominio de unión a ligando de receptor retinoide X de invertebrado, o dominio de unión a ligando de proteína 55 
ultraespiráculo diferente. El sistema de modulación de la expresión génica puede comprender además un segundo 
casete de expresión génica que comprende: i) un elemento de respuesta reconocido por el dominio de unión a ADN 
del polipéptido codificado del primer casete de expresión génica; ii) un promotor que se activa por el dominio de 
transactivación del polipéptido codificado del primer casete de expresión génica; y iii) un gen cuya expresión ha de 
modularse. 60 
 
En otra realización específica, el sistema de modulación de la expresión génica comprende un primer casete de 
expresión génica que comprende un polinucleótido que codifica para un primer polipéptido que comprende un 
dominio de unión a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresión ha de 
modularse y un dominio de unión a ligando de receptor nuclear, y un segundo casete de expresión génica que 65 
comprende un polinucleótido que codifica para un segundo polipéptido que comprende un dominio de 
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transactivación y un dominio de unión a ligando de receptor nuclear, en el que uno de los dominios de unión a 
ligando de receptor nuclear es un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una 
mutación por sustitución. En una realización preferida, el primer polipéptido está sustancialmente libre de un dominio 
de transactivación y el segundo polipéptido está sustancialmente libre de un dominio de unión a ADN. Para fines de 
la invención, “sustancialmente libre” significa que la proteína en cuestión no contiene una secuencia suficiente del 5 
dominio en cuestión para proporcionar la activación o actividad de unión. El sistema de modulación de la expresión 
génica puede comprender además un tercer casete de expresión génica que comprende: i) un elemento de 
respuesta reconocido por el dominio de unión a ADN del primer polipéptido del primer casete de expresión génica; ii) 
un promotor que se activa por el dominio de transactivación del segundo polipéptido del segundo casete de 
expresión génica; y iii) un gen cuya expresión ha de modularse. 10 
 
Cuando sólo un dominio de unión a ligando de receptor nuclear es un dominio de unión a ligando de grupo H que 
comprende una mutación por sustitución, el otro dominio de unión a ligando de receptor nuclear puede ser de 
cualquier otro receptor nuclear que forma un dímero con el dominio de unión a ligando de grupo H que comprende la 
mutación por sustitución. Por ejemplo, cuando el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que 15 
comprende una mutación por sustitución es un dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona que comprende 
una mutación por sustitución, el otro dominio de unión a ligando de receptor nuclear (“pareja”) puede ser de un 
receptor de ecdisona, un receptor retinoide X (RXR) de vertebrado, un RXR de invertebrado, una proteína 
ultraespiráculo (USP), o un receptor nuclear quimérico que comprende al menos dos fragmentos de polipéptido de 
dominio de unión a ligando de receptor nuclear diferentes seleccionados del grupo que consiste en un RXR de 20 
vertebrado, un RXR de invertebrado, y una USP (véanse las solicitudes de patente en tramitación junto con la 
presente PCT/US01/09050, US 60/294814 y US 60/294819). El dominio de unión a ligando de receptor nuclear de 
“pareja” puede comprender además una mutación por truncamiento, una mutación por deleción, una mutación por 
sustitución u otra modificación. 
 25 
Preferiblemente, el dominio de unión a ligando de RXR de vertebrado procede de un RXR de ser humano Homo 
sapiens, ratón Mus musculus, rata Rattus norvegicus, pollo Gallus gallus, cerdo Sus scrofa domestica, rana Xenopus 
laevis, pez cebra Danio rerio, tunicado Polyandrocarpa misakiensis o medusa Tripedalia cysophara. 
 
Preferiblemente, el dominio de unión a ligando de RXR de invertebrado procede de un polipéptido de ultraespiráculo 30 
de langosta Locusta migratoria (“LmUSP”), un homólogo de RXR de garrapata solitaria Amblyomma americanum 1 
(“AmaRXR1”), un homólogo de RXR de garrapata solitaria Amblyomma americanum 2 (“AmaRXR2”), un homólogo 
de RXR del cangrejo violinista Celuca pugilator (“CpRXR”), un homólogo de RXR del escarabajo Tenebrio molitor 
(“TmRXR”), un homólogo de RXR de la abeja Apis mellifera (“AmRXR”), un homólogo de RXR del áfido Myzus 
persicae (“MpRXR”), o un homólogo de RXR de no dípteros/no lepidópteros. 35 
 
Preferiblemente, el dominio de unión a ligando de RXR quimérico comprende al menos dos fragmentos de 
polipéptido seleccionados del grupo que consiste en un fragmento de polipéptido de RXR de especie de vertebrado, 
un fragmento de polipéptido de RXR de especie de invertebrado, y un fragmento de polipétido de homología de RXR 
de especie de invertebrado de no dípteros/no lepidópteros. Un dominio de unión a ligando de RXR quimérico para su 40 
uso en la presente invención puede comprender al menos dos fragmentos de polipéptido de RXR de especies 
diferentes, o cuando la especie es la misma, los dos o más fragmentos de polipéptido pueden ser de dos o más 
isoformas diferentes del fragmento de polipéptido de RXR de la especie. 
 
En una realización preferida, el dominio de unión a ligando de RXR quimérico comprende al menos un fragmento de 45 
polipéptido de RXR de especie de vertebrado y un fragmento de polipéptido de RXR de especie de invertebrado. 
 
En una realización más preferida, el dominio de unión a ligando de RXR quimérico comprende al menos un 
fragmento de polipéptido de RXR de especie de vertebrado y un fragmento de polipéptido homólogo de RXR de 
especie de invertebrado no dípteros/no lepidópteros. 50 
 
En una realización específica, el gen cuya expresión ha de modularse es un gen homólogo con respecto a la célula 
huésped. En otra realización específica, el gen cuya expresión ha de modularse es un gen heterólogo con respecto 
a la célula huésped. 
 55 
Los ligandos para su uso en la presente invención tal como se da a conocer a continuación, cuando se combinan 
con el dominio de unión a ligando del/de los receptor(es) nuclear(es), que a su vez se unen al elemento de 
respuesta unido a un gen, proporcionan el medio para la regulación de expresión temporal externa del gen. El 
mecanismo de unión o el orden en el que los diversos componentes de esta invención se unen entre sí, es decir, por 
ejemplo, el ligando al dominio de unión a ligando, dominio de unión a ADN al elemento de respuesta, dominio de 60 
transactivación al promotor, etc., no es crítico. 
 
En un ejemplo específico, la unión del ligando al dominio de unión a ligando de un receptor nuclear de grupo H y su 
pareja de dominio de unión a ligando de receptor nuclear permite la expresión o supresión del gen. Este mecanismo 
no excluye la posibilidad de que el ligando se una al receptor nuclear de grupo H (GHNR) o su pareja, y la formación 65 
resultante de complejos de homodímero activos (por ejemplo GHNR + GHNR o pareja+pareja). Preferiblemente, uno 

ES 2 422 303 T3

 



23 

o más de los dominios de receptor se varía produciendo un interruptor génico híbrido. Normalmente, uno o más de 
los tres dominios, DBD, LBD y el dominio de transactivación, puede elegirse de una fuente diferente de la fuente de 
los demás dominios de modo que los genes híbridos y las proteínas híbridas resultantes se optimizan en la célula 
huésped u organismo elegido para la actividad de transactivación, unión complementaria del ligando y 
reconocimiento de un elemento de respuesta específico. Además, el propio elemento de respuesta puede 5 
modificarse o sustituirse con elementos de respuesta para otros dominios de proteína de unión a ADN tales como la 
proteína GAL-4 de levadura (véase Sadowski, et al. (1988), Nature, 335: 563-564) o proteína LexA de Escherichia 
coli (véase Brent y Ptashne (1985), Cell, 43: 729-736), o elementos de respuesta sintéticos específicos para las 
interacciones dirigidas con proteínas diseñadas, modificadas y seleccionadas para tales interacciones específicas 
(véase, por ejemplo, Kim, et al. (1997), Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 94:3 616-3620) para acomodar los receptores 10 
híbridos. Otra ventaja de sistemas híbridos dobles es que permiten la elección de un promotor usado para dirigir la 
expresión génica según un resultado final deseado. Tal doble control puede ser particularmente importante en áreas 
de terapia génica, especialmente cuando se producen proteínas citotóxicas, debido a que puede controlarse tanto la 
temporización de la expresión así como las células en las que se produce la expresión. Cuando se introducen 
genes, operativamente unidos a un promotor adecuado, en las células del sujeto, la expresión de los genes 15 
exógenos se controla por la presencia del sistema de esta invención. Los promotores pueden regularse de manera 
constitutiva o inducible o pueden ser específicos de tejidos (es decir, expresados sólo en un tipo particular de 
células) o específicos para determinadas fases de desarrollo del organismo. 
 
El receptor de ecdisona es un miembro de la superfamilia de receptor nuclear y se clasifica en la subfamilia 1, grupo 20 
H (denominado en el presente documento “receptores nucleares de grupo H”). Los miembros de cada grupo 
comparten el 40-60% de identidad de aminoácidos en el dominio E (unión a ligando) (Laudet et al., A Unified 
Nomenclature System for the Nuclear Receptor Subfamily, 1999; Cell 97: 161-163). Además del receptor de 
ecdisona, otros miembros de esta subfamilia de receptor nuclear 1, grupo H incluyen: receptor ubicuo (UR), receptor 
huérfano 1 (OR-1), receptor nuclear de hormonas esteroideas 1 (NER-1), proteína 15 de interacción de receptor 25 
retinoide X (RIP-15), receptor hepático X  (LXR), proteína similar al receptor de hormonas esteroideas (RLD-1), 
receptor hepático X (LXR), receptor hepático X  (LXR), receptor farnesoide X (FXR), proteína 14 de interacción de 
receptor (RIP-14) y receptor de farnesol (HRR-1). 
 
Los solicitantes han desarrollado un modelo de homología CfEcR y han usado este modelo de homología junto con 30 
un modelo de homología de receptor de ecdisona de Chironomous tetans (“CtEcR”) publicado (Wurtz et al., 2000) 
para identificar residuos críticos implicados en la unión a esteroides y compuestos no esteroideos. Se ha mostrado 
que los compuestos no esteroideos sintéticos, diacilhidrazinas, se unen a EcR de lepidópteros con alta afinidad e 
inducen muda incompleta precoz en estos insectos (Wing et al., 1988) y varios de estos compuestos se 
comercializan actualmente como insecticidas. La cavidad de unión a ligando o “bolsa” de EcRs ha evolucionado para 35 
adaptarse a las estructuras de esqueleto largas de ecdiesteroides tales como 20-hidroxiecdisona (20E). Las 
diacilhidrazinas tienen una estructura compacta en comparación con esteroides y sólo ocupan la parte inferior de la 
bolsa de unión a EcR. Esto deja pocos residuos críticos en la parte superior de la bolsa de unión que entra en 
contacto con esteroides pero no con compuestos no esteroideos tales como bisacilhidrazinas. Los solicitantes 
describen en el presente documento la construcción de receptores de ecdisona mutantes que comprenden una 40 
mutación por sustitución en estos residuos de la bolsa de unión y han identificado diversas clases de receptores de 
ecdisona mutantes por sustitución con características de transactivación y unión a ligando modificado. 
 
Dada la estrecha relación del receptor de ecdisona con otros receptores nucleares de grupo H, también se espera 
que las mutaciones por sustitución del dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona identificadas por los 45 
solicitantes funcionen cuando se introduzcan en la posición análoga de los dominios de unión a ligando de otros 
receptores nucleares de grupo H para modificar su unión a ligando o sensibilidad a ligando. Los polinucléotidos y 
polipéptidos del receptor nuclear de grupo H mutado por sustitución novedoso de los solicitantes son útiles en un 
sistema de modulación génica inducible basado en receptores nucleares para diversas aplicaciones incluyendo 
terapia génica, expresión de proteínas de interés en células huésped, producción de organismos transgénicos y 50 
ensayos basados en células. 
 
En particular, los solicitantes describen en el presente documento un sistema de modulación de la expresión génica 
novedoso que comprende un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una 
mutación por sustitución. Este sistema de expresión génica puede ser un sistema de expresión génica basado en 55 
“interruptor único” en el que el dominio de transactivación, dominio de unión a ADN y dominio de unión a ligando 
están en un polipéptido codificado. Alternativamente, el sistema de modulación de la expresión génica puede ser un 
sistema de modulación de la expresión génica basado en “interruptor doble” o “doble híbrido” en el que el dominio de 
transactivación y dominio de unión a ADN se ubican en dos polipéptidos codificados diferentes. Los solicitantes han 
demostrado por primera vez que puede usarse un receptor nuclear mutado por sustitución como un componente de 60 
un sistema de expresión génica inducible basado en receptores nucleares para modificar la actividad de unión a 
ligando y/o especificidad de ligando tanto en células procariotas como eucariotas. Tal como se discute en el 
presente documento, los hallazgos de los solicitantes son tanto inesperados como sorprendentes. 
 
Un sistema de modulación de la expresión génica basado en receptor de ecdisona de la presente invención puede 65 
ser o bien heterodimérico o bien homodimérico. Un complejo de EcR funcional en general se refiere a un complejo 
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de proteína heterodimérica que consiste en dos miembros de la familia de receptor de esteroides, una proteína de 
receptor de ecdisona obtenida a partir de diversos insectos y una proteína ultraespiráculo (USP) o el homólogo de 
USP de vertebrado, proteína de receptor retinoide X (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 homodímero tal como se detalla a 
continuación. El complejo de receptor de ecdiesteroide funcional también puede incluir proteína(s) adicional(es) tal 5 
como inmunofilinas. Los miembros adicionales de la familia de proteínas de receptor de esteroides, conocidos como 
factores de la transcripción (tal como DHR38 o betaFTZ-1), también pueden ser parejas dependientes o 
independientes de ligando para EcR, USP, y/o RXR. Adicionalmente, pueden requerirse otros cofactores tal como 
proteínas conocidas generalmente como coactivadores (también denominados adaptadores o mediadores). Estas 
proteínas no se unen de manera específica de secuencia a ADN y no están implicadas en la transcripción basal. 10 
Pueden ejercer su efecto sobre la activación por transcripción a través de diversos mecanismos, incluyendo 
estimulación de unión a ADN de activadores, afectando a la estructura de cromatina, o mediando las interacciones 
de complejo de iniciación-activador. Los ejemplos de tales coactivadores incluyen RIP140, TIF1, RAP46/Bag-1, 
ARA70, SRC-1/NCoA-1, TIF2/GRIP/NCoA-2, ACTR/AIBt/RAC3/pCIP así como la proteína B de unión al elemento de 
respuesta al coactivador C promiscuo, CBP/p300 (para revisión véase Glass et al., Curr. Opin. Cell Biol. 9: 222-232, 15 
1997). Además, los cofactores de proteínas conocidos generalmente como correpresores (también conocidos como 
represores, silenciadores o mediadores de silenciamiento) pueden requerirse para inhibir de manera eficaz la 
activación de la transcripción en ausencia de ligando. Estos correpresores pueden interaccionar con el receptor de 
ecdisona sin ligando para silenciar la actividad al elemento de respuesta. Las pruebas actuales sugieren que la 
unión de ligando cambia la conformación del receptor, lo que da como resultando la liberación del correpresor y 20 
reclutamiento de los coactivadores descritos anteriormente, eliminando de ese modo su actividad de silenciamiento. 
Los ejemplos de correpresores incluyen N-CoR y SMRT (para revisión, véase Horwitz et al. Mol Endocrinol. 10: 
1167-1177, 1996). Estos cofactores pueden ser o bien endógenos dentro de la célula u organismo, o pueden 
añadirse de manera exógena como transgenes que van a expresarse de modo o bien regulado o bien no regulado. 
Los complejos de homodímero de la proteína de receptor de ecdisona, USP o RXR también pueden ser funcionales 25 
en algunas circunstancias. 
 
El complejo de receptor de ecdisona normalmente incluye proteínas que son miembros de la superfamilia de 
receptor nuclear en la que todos los miembros se caracterizan en general por la presencia de un dominio de 
transactivación amino-terminal, un dominio de unión a ADN (“DBD”) y un dominio de unión a ligando (“LBD”) 30 
separado del DBD mediante una región bisagra. Tal como se usa en el presente documento, el término “dominio de 
unión a ADN” comprende una secuencia de polipéptidos mínima de una proteína de unión a ADN, hasta la longitud 
entera de una proteína de unión a ADN, siempre que el dominio de unión a ADN funcione para asociarse con un 
elemento de respuesta 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 (véase la patente de EE.UU. 35 
4.981.784 y Evans, Science 240:889-895 (1988)). El dominio “A/B” corresponde al dominio de transactivación, “C” 
corresponde al dominio de unión a ADN, “D” corresponde a la región bisagra y “E” corresponde al dominio de unión 
a ligando. Algunos miembros de la familia también pueden tener otro dominio de transactivación en el lado carboxi-
terminal del LBD correspondiente a “F”. 
 40 
El DBD se caracteriza por la presencia de dos dedos de zinc cisteína entre los que están dos motivos de 
aminoácido, la caja P y la caja D, que confieren especificidad para el elemento de respuesta a ecdisonas. Estos 
dominios pueden ser o bien nativos o bien modificados o bien quimeras de diferentes dominios de proteínas de 
receptores heterólogos. El receptor EcR, como un subconjunto de la familia de receptor de esteroides, también tiene 
regiones menos definidas responsables de las propiedades de heterodimerización. Debido a que los dominios de 45 
receptores nucleares son modulares en la naturaleza, los dominios de LBD, DBD y de transactivación pueden 
intercambiarse. 
 
Se sabe que los sistemas de interruptor génico incorporan los componentes del complejo de receptor de ecdisona. 
Sin embargo, en estos sistemas conocidos, siempre que se usa EcR se asocia con dominios de unión a ADN nativos 50 
o modificados y dominios de transactivación en la misma molécula. USP o RXR se usan normalmente como parejas 
silenciosas. Los solicitantes han mostrado previamente que cuando los dominios de unión a ADN y los dominio de 
transactivación están en la misma molécula la actividad de fondo en ausencia de ligando es alta y que tal actividad 
se reduce drásticamente cuando los dominios de unión a ADN y los dominios de transactivación están en diferentes 
moléculas, es decir, en cada una de dos parejas de un complejo heterodimérico u homodimérico (véase el 55 
documento PCT/US01/09050). 
 
Casetes de expresión génica de la invención 
 
El sistema de expresión génica inducible basado en receptores nucleares novedoso de la invención comprende al 60 
menos un casete de expresión génica que puede expresarse en una célula huésped, en el que el casete de 
expresión génica comprende un polinucleótido que codifica para un polipéptido que comprende un dominio de unión 
a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución. Por tanto, la invención de los 
solicitantes también proporciona casetes de expresión génica novedosos para su uso en el sistema de expresión 
génica de la invención. 65 
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En una realización específica, el casete de expresión génica que puede expresarse en una célula huésped 
comprende un polinucleótido que codifica para un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en a) un 
polipéptido que comprende un dominio de transactivación, un dominio de unión a ADN y un dominio de unión a 
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución; b) un polipéptido que 
comprende un dominio de unión a ADN y un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que 5 
comprende una mutación por sustitución; y c) un polipéptido que comprende un dominio de transactivación y un 
dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución. 
 
En otra realización específica, la presente descripción proporciona un casete de expresión génica que puede 
expresarse en una célula huésped, comprendiendo el casete de expresión génica un polinucleótido que codifica para 10 
un polipéptido híbrido seleccionado del grupo que consiste en a) un polipéptido híbrido que comprende un dominio 
de transactivación, un dominio de unión a ADN y un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que 
comprende una mutación por sustitución; b) un polipéptido híbrido que comprende un dominio de unión a ADN y un 
dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución; y c) un 
polipéptido híbrido que comprende un dominio de transactivación y un dominio de unión a ligando de receptor 15 
nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución. Un polipéptido híbrido según la descripción 
comprende al menos dos fragmentos de polipéptido, en los que cada fragmento de polipéptido procede de una 
fuente diferente, es decir, un polipéptido diferente, un receptor nuclear diferente, una especie diferente, etc. El 
polipéptido híbrido según la descripción puede comprender al menos dos dominios de polipéptido, en los que cada 
dominio de polipéptido procede de una fuente diferente. 20 
 
En una realización específica, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una 
mutación por sustitución procede de un receptor de ecdisona, un receptor ubicuo, un receptor huérfano 1, un NER-1, 
un receptor nuclear de hormonas esteroideas 1, una proteína 15 de interacción de receptor retinoide X, un receptor 
hepático X , una proteína similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepático X, un receptor hepático 25 
X , un receptor farnesoide X, una proteína 14 de interacción de receptor y un receptor de farnesol. En una 
realización preferida, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H procede de un receptor de 
ecdisona. 
 
Por tanto, la presente descripción también proporciona un casete de expresión génica que comprende un 30 
polinucleótido que codifica para un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en a) un polipéptido que 
comprende un dominio de transactivación, un dominio de unión a ADN y un dominio de unión a ligando de receptor 
de ecdisona que comprende una mutación por sustitución; b) un polipéptido que comprende un dominio de unión a 
ADN y un dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutación por sustitución; y c) un 
polipéptido que comprende un dominio de transactivación y un dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona 35 
que comprende una mutación por sustitución. Preferiblemente, el casete de expresión génica comprende un 
polinucleótido que codifica para un polipéptido híbrido seleccionado del grupo que consiste en a) un polipéptido 
híbrido que comprende un dominio de transactivación, un dominio de unión a ADN y un dominio de unión a ligando 
de receptor de ecdisona que comprende una mutación por sustitución; b) un polipéptido híbrido que comprende un 
dominio de unión a ADN y un dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutación por 40 
sustitución; y c) un polipéptido híbrido que comprende un dominio de transactivación y un dominio de unión a ligando 
de receptor de ecdisona que comprende una mutación por sustitución; en el que el polipéptido híbrido codificado 
comprende al menos dos fragmentos de polipéptido, en los que cada fragmento de polipéptido procede de una 
fuente diferente. 
 45 
El dominio de unión a ligando (LBD) de receptor de ecdisona (EcR) puede ser de un EcR de invertebrado, 
preferiblemente seleccionado de la clase de EcR de artrópodo. Preferiblemente el EcR se selecciona del grupo que 
consiste en un EcR de lepidópteros, un EcR de dípteros, un EcR de ortópteros, un EcR de homópteros y un EcR de 
hemípteros. Más preferiblemente, el dominio de unión a ligando de EcR para su uso en la presente invención es de 
un EcR de tortrix de las yemas de la picea Choristoneura fumiferana (“CfEcR”), un EcR de escarabajo Tenebrio 50 
molitor (“TmEcR”), un EcR de Manduca sexta (“MsEcR”), un EcR de Heliothies virescens (“HvEcR”), un EcR de 
mosquilla Chironomus tentans (“CtEcR”), un EcR de mariposa de la seda Bombyx mori (“BmEcR”), un EcR de 
mariposa Bicyclus anynana (“BanEcR”), un EcR de mariposa de color castaño Junonia coenia (“JcEcR”), un EcR de 
mosca de la fruta Drosophila melanogaster (“DmEcR”), un EcR de mosquito Aedes aegypti (“AaEcR”), un EcR de 
mosca azul Lucilia capitata (“palanca”), un EcR de mosca azul Lucilia cuprina (“LucEcR”), un EcR de mosca azul 55 
Calliphora vicinia (“CvEcR”), un EcR de mosca de la fruta mediterránea Ceratitis capitata (“CcEcR”), un EcR de 
langosta Locusta migratoria (“LmEcR”), un EcR de áfido Myzus persicae (“MpEcR”), un EcR de cangrejo violinista 
Celuca pugilator (“CpEcR”), un EcR de garrapata solitaria Amblyomma americanum (“AmaEcR”), un EcR de mosca 
blanca Bamecia argentifoli (“BaBcR”, SEQ ID NO: 112) o un EcR de saltahojas Nephotetix cincticeps (“NcEcR”, SEQ 
ID NO: 113). Más preferiblemente, el LBD es de un CfEcR, un DmEcR o un AmaEcR 60 
 
En una realización específica, el LBD es de un polipéptido de EcR truncado. La truncación del polipéptido de EcR da 
como resultado una deleción 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, 240, 245, 250, 255, 260 ó 265 aminoácidos. Preferiblemente, la truncación del 65 
polipéptido de EcR da como resultado una deleción de al menos un dominio de polipéptido parcial. Más 
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preferiblemente, la truncación del polipéptido de EcR da como resultado una deleción de al menos un dominio de 
polipéptido entero. En una realización específica, la truncación del polipéptido de EcR da como resultado una 
deleción de al menos un dominio A/B, un dominio C, un dominio D, un dominio F, dominios A/B/C, dominios A/B/1/2-
C, dominio A/B/C/D, dominios A/B/C/D/F, dominios A/B/F, dominios A/B/C/F, un dominio E parcial o un dominio F 
parcial. También puede realizarse una combinación de varias deleciones de dominio completo y/o parcial. 5 
 
En una realización específica, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un 
polinucleótido que comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución de a) residuo de 
aminoácido 20, 21, 48, 51, 52, 55, 58, 59, 61, 62, 92, 93, 95, 96, 107, 109, 110, 120, 123, 125, 175, 218, 219, 223, 
230, 234 ó 238 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoácido 95 y 110 de SEQ ID NO: 1, c) residuos de aminoácido 10 
218 y 219 de SEQ ID NO: 1, d) residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, e) residuos de aminoácido 127 
y 175 de SEQ ID NO: 1, f) residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, g) residuos de aminoácido 107,127 
y 175 de SEQ ID NO: 1, h) residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, i) residuos de aminoácido 96, 
107 y 175 de SEQ ID NO: 1, j) residuos de aminoácido 107, 110 y 175 de SEQ ID NO: 1, k) residuo de aminoácido 
107, 121, 213 ó 217 de SEQ ID NO: 2 o l) residuo de aminoácido 91 ó 105 de SEQ ID NO: 3. En una realización 15 
preferida, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor de ecdisona. 
 
En otra realización específica, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un 
polinucleótido que comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución de a) un residuo de 
alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 20, 21, 48, 51, 55, 58, 59, 61, 62, 92, 93, 20 
95, 109, 120, 125, 218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina, valina, isoleucina o 
leucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de 
alanina, treonina, ácido aspártico o metionina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 96 de 
SEQ ID NO: 1, d) un residuo de prolina, serina, metionina o leucina en una posición equivalente o análoga al residuo 
de aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de fenilalanina en una posición equivalente o análoga al residuo 25 
de aminoácido 123 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, g) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga a los residuos de 
aminoácido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, h) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, i) un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga a los 30 
residuos de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, j) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, k) un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga a 
los residuos de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, l) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o 35 
análoga al residuo de aminoácido 127 de SEQ ID NO: 1, m) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o 
análoga a los residuos de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, n) un residuo de valina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición 40 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, o) un residuo de alanina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, p) un residuo de alanina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posición 45 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, q) un residuo de treonina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, r) un residuo de isoleucina en una posición 50 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, un residuo de prolina en una posición 
equivalente o análoga al aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o 
análoga al aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, s) una prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 107 de SEQ ID NO: 2, t) una arginina o una leucina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 121 de SEQ ID NO: 2, u) una alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 55 
213 de SEQ ID NO: 2, v) una alanina o una serina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 
217 de SEQ ID NO: 2, w) una alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 91 de SEQ ID 
NO: 3, o x) una prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. En 
una realización preferida, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor de 
ecdisona. 60 
 
En otra realización específica, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una 
mutación por sustitución es un dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutación 
por sustitución codificada por un polinucleótido que comprende una mutación de codón que da como resultado una 
mutación por sustitución seleccionada del grupo que consiste en a) mutación por sustitución E20A, Q21A, F48A, 65 
151A, T52A, T52V, T52I, T52L, T55A, T58A, V59A, L61A, I62A, M92A, M93A, R95A, V96A, V96T, V96D, V96M, 
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V107I, F109A, A110P, A110S, A110M, A110L, Y120A, A123F, M125A, R175E, M218A, C219A, L223A, L230A, 
L234A, W238A, R95A/A110P, M218A/C219A, V107l/R175E, Y127E/R175E, V107l/Y127E, V107I/Y127E/R175E, 
T52V/V107I/R175E. V96A/V107I/R175E, T52A/V107I/R175E, V96T/V107I/R175E o V107I/A110P/R175E de SEQ ID 
NO: 1, b) mutación por sustitución A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2 y c) mutación 
por sustitución G91A o A105P de SEQ ID NO: 3. 5 
 
En otra realización específica, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una 
mutación por sustitución es un polipéptido de dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona que comprende 
una mutación por sustitución codificada por un polinucleótido que se hibrida con un polinucleótido que comprende 
una mutación de codón que da como resultado una mutación por sustitución seleccionada del grupo que consiste en 10 
a) T58A, A110P, A110L, A110S o A110M de SEQ ID NO: 1, b) A107P de SEQ ID NO: 2 y c) A105P de SEQ ID NO: 
3 en condiciones de hibridación que comprenden una etapa de hibridación en menos de 500 mM de sal y al menos 
37 grados Celsius y una etapa de lavado en 2XSSPE a al menos 63 grados Celsius. En una realización preferida, 
las condiciones de hibridación comprenden menos de 200 mM de sal y al menos 37 grados Celsius para la etapa de 
hibridación. En otra realización preferida, las condiciones de hibridación comprenden 2XSSPE y 63 grados Celsius 15 
para las etapas tanto de hibridación como de lavado. En otra realización preferida, el dominio de unión a ligando de 
receptor de ecdisona carece de actividad de unión esteroide, tal como actividad de unión a 20-hidroxiecdisona, 
actividad de unión a ponasterona A o actividad de unión a muristerona A. 
 
En otra realización específica, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H comprende una 20 
mutación por sustitución en una posición equivalente o análoga a a) residuo de aminoácido 20, 21, 48, 51, 52, 55, 
58, 59, 61, 62, 92, 93, 95, 96, 107, 109, 110, 120, 123, 125, 175, 218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO: 1, b) 
residuos de aminoácido 95 y 110 de SEQ ID NO: 1, c) residuos de aminoácido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, d) 
residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, e) residuos de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, f) 
residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, g) residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, h) 25 
residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, i) residuos de aminoácido 96, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, 
j) residuos de aminoácido 107, 110, y 175 de SEQ ID NO: 1, k) residuo de aminoácido 107, 121, 213 ó 217 de SEQ 
ID NO: 2, o l) residuo de aminoácido 91 ó 105 de SEQ ID NO: 3. En una realización preferida, el dominio de unión a 
ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor de ecdisona. 
 30 
Preferiblemente, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H comprende una sustitución de a) un 
residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 20, 21, 48, 51, 55, 58, 59, 61, 62, 
92, 93, 95, 109,120, 125, 218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina, valina, 
isoleucina o leucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, c) un 
residuo de alanina, treonina, ácido aspártico o metionina en una posición equivalente o análoga al residuo de 35 
aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, d) un residuo de prolina, serina, metionina o leucina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de fenilalanina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 123 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de alanina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, g) un residuo de alanina en una posición equivalente o 40 
análoga a los residuos de aminoácido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, h) un residuo de isoleucina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, i) un residuo de glutamina en una posición 
equivalente o análoga a los residuos de aminoácido 175, j) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, k) un residuo de glutamina en una posición equivalente o 45 
análoga a los residuos de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1,l) un residuo de isoleucina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 127 de SEQ ID NO: 1, m) un residuo de isoleucina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición 
equivalente o análoga a los residuos de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, n) un residuo de valina en una 50 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, o) un residuo de alanina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una 55 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, p) un residuo de alanina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, q) un residuo de treonina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una 60 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, r) un residuo de isoleucina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, un residuo de prolina en una 
posición equivalente o análoga al aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición 
equivalente o análoga al aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, s) una prolina en una posición equivalente o análoga al 65 
residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 2, t) una arginina o una leucina en una posición equivalente o análoga al 
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residuo de aminoácido 121 de SEQ ID NO: 2, u) una alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 213 de SEQ ID NO: 2, v) una alanina o una serina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 217 de SEQ ID NO: 2, w) una alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 
91 de SEQ ID NO: 3, o x) una prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 105 de SEQ 
ID NO: 3. En una realización preferida, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H es de un 5 
receptor de ecdisona. 
 
En otra realización específica, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una 
mutación por sustitución es un polipéptido de dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona que comprende 
una mutación por sustitución, en la que la mutación por sustitución se selecciona del grupo que consiste en a) 10 
mutación por sustitución E20A, Q21A, F48A, 151A, T52A, T52V, T52I, T52L, T55A, T58A, V59A, L61A, I62A, M92A, 
M93A, R95A, V96A, V96T, V96D, V96M, V107I, F109A, A110P, A110S, A110M. A110L, Y120A, A123F, M125A, 
R175E, M218A, C219A, L223A, L230A, L234A, W238A, R95A/A110P, M218A/C219A, V107I/R175E,Y127E/R175E, 
V107I/Y127B, V107I/Y127E/R175E,T52V/V107I/R175E, V96A/V107I/R175E, T52A/V107I/R175E, 
V96T/V107I/R175E o V107I/A110P/R175E de SEQ ID NO: 1, b) mutación por sustitución A107P, G121R G121L, 15 
N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2, y c) mutación por sustitución G91A o A105P de SEQ ID NO: 3. 
 
El dominio de unión a ADN puede ser cualquier dominio de unión a ADN con un elemento de respuesta conocido, 
incluyendo dominios de unión a ADN sintéticos y quiméricos, o análogos, combinaciones o modificaciones de los 
mismos. Preferiblemente, el DBD es un DBD de GAL4, un DBD de LexA, un DBD de factor de transcripción, un DBD 20 
de miembro de receptor nuclear de grupo H, un DBD de miembro de la superfamilia de los receptores nucleares de 
hormonas esteroideas/tiroideas, o un DBD de LacZ bacteriano. Más preferiblemente, el DBD es un DBD de EcR 
[SEQ ID NO: 4 (polinucleótido) o SEQ ID NO: 5 (polipéptido)], un DBD de GAL4 [SEQ ID NO: 6 (polinucleótido) o 
SEQ ID NO: 7 (polipéptido)], o un DBD de LexA [(SEQ ID NO: 8 (polinucleótido) o SEQ ID NO: 9 (polipéptido)]. 
 25 
El dominio de transactivación (abreviado “AD” o “TA”) puede ser cualquier AD de miembro de receptor nuclear de 
grupo H, AD de receptor nuclear de hormonas esteroideas/tiroideas, AD sintético o quimérico, AD de poliglutamina, 
AD de aminoácido básico o ácido, un AD de VP16, un AD de GAL4, un AD de NP-B, un AD de BP64, un dominio 
de activación ácido B42 (B42AD), un dominio de transactivación p65 (p65AD), o un análogo, combinación o 
modificación de los mismos. En una realización específica, el AD es un AD sintético o quimérico, o se obtiene a 30 
partir de un EcR, un receptor de glucocorticoides, VP16, GAL4, NF-kB, o AD de dominio de activación ácido B42. 
Preferiblemente, el AD es un AD de EcR [SEQ ID NO: 10 (polinucleótido) o SEQ ID NO: 11 (polipéptido)], un AD de 
VP16 [SEQ ID NO: 12 (polinucleótido) o SEQ ID NO: 13 (polipéptido)], un AD de B42 [SEQ ID NO: 14 
(polinucleótido) o SEQ ID NO: 15 (polipéptido)], o un AD de p65 [SEQ ID NO: 16 (polinucleótido) o SEQ ID NO: 17 
(polipéptido)]. 35 
 
En una realización específica, el casete de expresión génica codifica para un polipéptido híbrido que comprende o 
bien a) un dominio de unión a ADN codificado por un polinucleótido que comprende una secuencia de ácido nucleico 
de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, o SEQ ID NO: 8, o bien b) un dominio de transactivación codificado por un 
polinucleótido que comprende una secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, 40 
o SEQ ID NO: 16; y un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por 
sustitución codificada por un polinucleótido según la invención. Preferiblemente, el dominio de unión a ligando de 
receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución es un dominio de unión a ligando de 
receptor de ecdisona que comprende una mutación por sustitución codificada por un polinucleótido según la 
invención. 45 
 
En otra realización específica, el casete de expresión génica codifica para un polipéptido híbrido que comprende o 
bien a) un dominio de unión a ADN que comprende una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, 
o SEQ ID NO: 9, o bien b) un dominio de transactivación que comprende una secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:15, o SEQ ID NO: 17; y un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de 50 
grupo H que comprende una mutación por sustitución según la descripción. Preferiblemente, el dominio de unión a 
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución es un dominio de unión a 
ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutación por sustitución según la descripción 
 
La presente descripción también proporciona un casete de expresión génica que comprende: i) un elemento de 55 
respuesta que comprende un dominio reconocido por un polipéptido que comprende un dominio de unión a ADN; ii) 
un promotor que se activa por un polipéptido que comprende un dominio de transactivación; y iii) un gen cuya 
expresión ha de modularse. 
 
El elemento de respuesta (“RE”) puede ser cualquier elemento de respuesta con un dominio de unión a ADN 60 
conocido, o un análogo, combinación o modificación del mismo. En la presente invención puede emplearse un RE 
individual o pueden usarse múltiples RE, o bien múltiples copias del mismo RE o bien dos o más RE diferentes. En 
una realización específica, el RE es un RE de GAL4 (“GAL4RE”), LexA, un RE de receptor nuclear de grupo H, un 
RE de receptor nuclear de hormonas esteroideas/tiroideas, o un RE sintético que reconoce un dominio de unión a 
ADN sintético. Preferiblemente, el RE es un elemento de respuesta a ecdisona (EcRE) que comprende una 65 
secuencia de polinucleótidos de SEQ ID NO: 18, un GAL4RE que comprende una secuencia de polinucleótidos de 
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SEQ ID NO: 19, o un RE de LexA (operón, “op”) que comprende una secuencia de polinucleótidos de SEQ ID NO: 
20 (“2XLexAopRE”). 
 
Según la descripción puede obtenerse un dominio de unión a ADN, dominio de activación o elemento de respuesta 
de receptor nuclear de hormonas esteroideas/tiroideas, a partir de un receptor nuclear de hormonas 5 
esteroideas/tiroideas seleccionado del grupo que consiste en receptor de la hormona tiroidea  (TR), receptor 
tiroideo 1 (c-erbA-1), receptor de la hormona tiroidea  (TR), receptor de ácido retinoico  (RAR), receptor de 
ácido retinoico  (RAR, HAP), receptor de ácido retinoico  (RAR), receptor de ácido retinoico tipo gamma (RARD), 
receptor activado por el proliferador de peroxisomas  (PPAR), receptor activado por el proliferador de 
peroxisomas  (PPAR), receptor activado por el proliferador de peroxisomas  (PPAR, NUC-1), receptor 10 
relacionado con el activador-proliferador de peroxisomas (FFAR), receptor activado por el proliferador de 
peroxisomas  (PPAR), receptor huérfano codificado por la hebra no codificante de receptor de la hormona tiroidea 
 (REVERB), receptor relacionado con v-erb A (EAR-1), receptor relacionado con v-erb (EAR-1A), ), receptor 
huérfano codificado por la hebra no codificante de receptor de la hormona tiroidea  (REVERB), receptor 
relacionado con v-erb (EAR-1), receptor nuclear huérfano BD73 (BD73), receptor relacionado con rev-erbA (RVR), 15 
proteína en dedos de zinc 126 (HZF2), proteína inducible por ecdisona E75 (E75), proteína inducible por ecdisona 
E78 (E78), receptor de Drosophila 78 (DR-78), receptor huérfano relacionado con retinoide  (ROR), receptor de 
retinoide Z  (RZR), receptor huérfano relacionado con retinoide  (ROR), receptor de retinoide Z  (RZR), 
receptor huérfano relacionado con retinoide  (ROR), receptor de retinoide Z  (RZR), receptor huérfano 
relacionado con retinoide (TOR), receptor hormonal 3 (HR-3), receptor hormonal de Drosophila 3 (DHR-3). receptor 20 
hormonal de Manduca (MHR-3), receptor hormonal de Galleria 3 (GHR-3), receptor nuclear de C. elegans 3 (CNR-
3), receptor hormonal de Choristoneura 3 (CHR-3), receptor nuclear de C. elegans 14 (CNR-14), receptor de 
ecdisona (ECR), receptor ubicuo (UR), receptor nuclear huérfano (OR-1), NER-1, proteína 15 de interacción de 
receptor (RIP-15), receptor hepático X  (LXR), proteína similar al receptor de hormonas esteroideas (RLD-1), 
receptor hepático X (LXR), receptor hepático X  (LXR), receptor farnesoide X (FXR), proteína 14 de interacción de 25 
receptor (RIP-14), HRR-1, receptor de vitamina D (VDR), receptor nuclear huérfano (ONR-1), receptor de pregnano 
X (PXR), receptor esteroide y xenobiótico (SXR), receptor de benzoato X (BXR), receptor nuclear (MB-67), receptor 
constitutivo de androstano 1 (CAR-1), receptor constitutivo de androstano  (CAR), receptor constitutivo de 
androstano 2 (CAR-2), receptor constitutivo de androstano  (CAR), receptor hormonal de Drosophila 96 (DHR-96), 
receptor hormonal nuclear 1 (NHR-1), factor nuclear de hepatocitos 4 (HNF-4), factor nuclear de hepatocitos 4G 30 
(HNF-4G), factor nuclear de hepatocitos 4B (HNF-4B), factor nuclear de hepatocitos 4D (HNF-4D, DHNF-4), receptor 
retinoide X  (RXR), receptor retinoide X  (RXR), proteína de unión a la región II de H-2 (H-2RIIBP), co-
regulador-1 de receptor nuclear (RCoR-1), receptor retinoide X  (RXR), ultraespiráculo (USP), receptor nuclear 2Cl, 
factor coriónico 1 (CF-1), receptor testicular 2 (TR-2), receptor testicular 2-11 (TR2-11), receptor testicular 4 (TR4), 
TAK-1, receptor hormonal de Drosophila (DHR78), Tailless (TLL), homólogo de Tailless (TLX), XTLL, factor de 35 
transcripción del promotor en el sentido de 5’ de la ovalbúmina de pollo I (COUP-TFI), factor de transcripción del 
promotor en el sentido de 5’ de la ovalbúmina de pollo A (COUP-TFA), BAR-3, SVP-44, factor de transcripción del 
promotor en el sentido de 5’ de la ovalbúmina de pollo II (COUP-TFII), factor de transcripción del promotor en el 
sentido de 5’ de la ovalbúmina de pollo B (COUP-TFB), ARP-1, SVP-40, SVP, factor de transcripción del promotor 
en el sentido de 5’ de la ovalbúmina de pollo III (COUP-TFIII), factor de transcripción del promotor en el sentido de 5’ 40 
de la ovalbúmina de pollo G (COUP-TFG), SVP-46, EAR-2, receptor de estrógeno  (ER), receptor de estrógeno  
(ER), receptor relacionado con estrógeno 1 (ERR1), receptor relacionado con estrógeno  (ERR), receptor 
relacionado con estrógeno 2 (ERR2), receptor relacionado con estrógeno  (ERR), receptor de glucocorticoides 
(GR), receptor de mineralocorticoides (MR), receptor de progesterona (PR), receptor de andrógenos (AR), gen 
inducido por el factor de crecimiento nervioso B (NGFI-B), receptor nuclear similar a Nur-77 (TRS), N10, receptor 45 
huérfano (NUR-77), gen humano de respuesta temprana (NAK-1), factor relacionado con Nurr 1 (NURR-1), un gen 
humano de respuesta temprana inmediata (NOT), receptor nuclear hepático regenerante 1 (RNR-1), dedo de zinc 
hematopoyético 3 (HZF-3), proteína-1 relacionada con Nur (TINOR), receptor huérfano nuclear 1 (NOR-1), receptor 
relacionado con NOR1 (MINOR), receptor hormonal de Drosophila 38 (DHR-38). receptor nuclear de C. elegans 8 
(CNR-8), C48D5, factor esteroidogénico 1 (SF1), péptido similar a endozepina (ELP), factor fushi tarazu 1 (FTZ-F1), 50 
proteína de unión adrenal 4 (AD4BP), homólogo de receptor hepático (LRH-1), receptor huérfano relacionado con 
Ftz-F1 A (xFFrA), receptor huérfano relacionado con Ftz-F1 B (xFFrB), receptor nuclear relacionado con LRH-1 
(FFLR), receptor nuclear relacionado con LRH-1 (PHR), factor de transcripción de fetoproteína (FTF), factor nuclear 
de células germinales (GCNFM), receptor asociado a testículos relacionado con el receptor retinoide (RTR), Knirps 
(KNI), relacionados con Knirps (KNRL), gónada embrionaria (EGON), gen de Drosophila para el receptor nuclear 55 
dependiente de ligando (EAGLE), receptor nuclear similar a Trithorax (ODR7), Trithorax, gen del cromosoma X en la 
región crítica de la hipoplasia adrenal congénita de reversión de sexo sensible a dosificación (DAX-1), hipoplasia 
adrenal congénita e hipogonadismo hipogonadotrópico (AHCH) y pareja de heterodímero corto (SHP). 
 
Para fines de esta descripción los receptores nucleares y receptores nucleares de grupo H también incluyen 60 
receptores nucleares sintéticos y quiméricos y receptores nucleares de grupo H y sus homólogos. 
 
Los genes de interés para su uso en casetes de expresión génica de los solicitantes pueden ser genes endógenos o 
heterólogos. La información de secuencia de ácido nucleico o aminoácidos para una proteína o gen deseado puede 
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ubicarse en una de muchas bases de datos de acceso público, por ejemplo, GENBANK, BMBL, Swiss-Prot y PIR, o 
en muchas publicaciones de revista relacionadas con biología. Por tanto, los expertos en la técnica tienen acceso a 
la información de secuencia de ácido nucleico para prácticamente todos los genes conocidos. Entonces puede 
usarse tal información para construir los constructos deseados para la inserción del gen de interés dentro de los 
casetes de expresión génica usados en métodos de los solicitantes descritos en el presente documento. 5 
 
Los ejemplos de genes de interés para su uso en casetes de expresión génica de los solicitantes incluyen, pero no 
se limitan a: genes que codifican para productos o polipéptidos terapéuticamente deseados que pueden usarse para 
tratar un estado, una enfermedad, un trastorno, una disfunción, un defecto genético, tal como anticuerpos 
monoclonales, enzimas, proteasas, citocinas, interferones, insulina, eritropoyetina, factores de coagulación, otros 10 
componentes o factores sanguíneos, vectores virales para la terapia génica, virus para vacunas, dianas para 
descubrimiento de fármacos, análisis y aplicaciones de genómica funcional y proteómica, y similares 
 
Polinucleótidos de la invención 
 15 
El sistema de expresión génica inducible basado en receptores nucleares novedoso de la invención comprende al 
menos un casete de expresión génica que comprende un polinucleótido que codifica para un dominio de unión a 
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución. Estos casetes de expresión 
génica, los polinucleótidos que comprenden, y los polipéptidos que codifican son útiles como componentes de un 
sistema de expresión génica basado en receptores nucleares para modular la expresión de un gen dentro de una 20 
célula huésped. 
 
Por tanto, la presente descripción proporciona un polinucleótido aislado que codifica para un dominio de unión a 
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución. 
 25 
En una realización específica, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un 
polinucleótido que comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución de un residuo de 
aminoácido en una posición equivalente o análoga a a) residuo de aminoácido 20, 21, 48, 51, 52, 55, 58, 59, 61, 62, 
92, 93, 95, 96, 107,109, 110, 120, 123, 125, 175, 218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de 
aminoácido 95 y 110 de SEQ ID NO:1, c) residuos de aminoácido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, d) residuos de 30 
aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1. e) residuos de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, f) residuos de 
aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO:1, g) residuos de aminoácido 107,127 y 175 de SEQ ID NO:1, h) residuos de 
aminoácido 52,107 y 175 de SEQ ID NO: 1, i) residuos de aminoácido 96, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, j) residuos de 
aminoácido 107, 110 y 175 de SEQ ID NO: 1. k) residuo de aminoácido 107, 121, 213 ó 217 de SEQ ID NO: 2, o l) 
residuo de aminoácido 91 ó 105 de SEQ ID NO: 3. En una realización preferida, el dominio de unión a ligando de 35 
receptor nuclear de grupo H es de un receptor de ecdisona. 
 
En otra realización específica, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un 
polinucleótido que comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución de a) un residuo de 
alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 20, 21, 48, 51, 55, 58, 59, 61, 62, 92, 93, 40 
95, 109,120, 125, 218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina, valina, isoleucina o 
leucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de 
alanina, treonina, ácido aspártico o metionina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 96 de 
SEQ ID NO: 1, d) un residuo de prolina, serina, metionina o leucina en una posición equivalente o análoga al residuo 
de aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de fenilalanina en una posición equivalente o análoga al residuo 45 
de aminoácido 123 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, g) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga a los residuos de 
aminoácido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, h) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, i) un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga a los 50 
residuos de aminoácido 175, j) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, k) un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga a los residuos 
de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, l) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al 55 
residuo de aminoácido 127 de SEQ ID NO: 1, m) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga a los 
residuos de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, n) un residuo de valina en una posición equivalente o análoga 
al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al 60 
residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, o) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, p) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al 65 
residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al 
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residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, q) un residuo de treonina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, r) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, un residuo de prolina en una posición equivalente o análoga al 5 
aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al aminoácido 
175 de SEQ ID NO: 1, s) una prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ 
ID NO: 2, t) una arginina o una leucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 121 de SEQ 
ID NO: 2, u) una alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 213 de SEQ ID NO: 2, v) 
una alanina o una serina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 217 de SEQ ID NO: 2, w) 10 
una alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 91 de SEQ ID NO: 3, o x) una prolina 
en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. En una realización preferida, 
el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor de ecdisona. 
 
En otra realización específica, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una 15 
mutación por sustitución es un dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutación 
por sustitución codificada por un polinucleótido que comprende una mutación de codón que da como resultado una 
mutación por sustitución seleccionada del grupo que consiste en a) mutación por sustitución E20A, Q21A, F48A, 
I51A, T52A, T52V, T52I, T52L, T55A, T58A, V59A, L61A, I62A, M92A, M93A, R95A, V96A, V96T, V96D, V96M, 
V107I, F109A, A110P, A110S, A110M, A101L, Y120A, A123F, M125A, R175E, M218A, C219A, L223A, L230A, 20 
L234A, W238A, R95A/A110P, M218A/C219A, V107lI/R175E, Y127E/R175E, V107I/Y127E, V107I/Y127E/R175E, 
T52V/V107I/RI75E, V96A/V107I/R175E, T52A/V107I/R175E, V96T/V107I/R175E o V107I/A110P/R175E de SEQ ID 
NO: 1, b) mutación por sustitución A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2 y c) mutación 
por sustitución G91A o A105P de SEQ ID NO: 3. 
 25 
En otra realización específica, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una 
mutación por sustitución es un dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutación 
por sustitución codificada por un polinucleótido que se hibrida con un polinucleótido que comprende una mutación de 
codón que da como resultado una mutación por sustitución seleccionada del grupo que consiste en a) T58A, A110P, 
A110L, A110S o A110M de SEQ ID NO:1, b) A107P de SEQ ID NO: 2, y c) A105P de SEQ ID NO: 3 en condiciones 30 
de hibridación que comprenden una etapa de hibridación en menos de 500 mM de sal y al menos 37 grados Celsius 
y una etapa de lavado en 2XSSPE a al menos 63 grados Celsius. En una realización preferida, las condiciones de 
hibridación comprenden menos de 200 mM de sal y al menos 37 grados Celsius para la etapa de hibridación. En 
otra realización preferida, las condiciones de hibridación comprenden 2XSSPE y 63 grados Celsius para las etapas 
tanto de hibridación como de lavado. En otra realización preferida, el dominio de unión a ligando de receptor de 35 
ecdisona carece de actividad de unión a esteroides tal como 20-hidroxiecdisona, ponasterona A o muristerona A. 
 
La presente descripción también proporciona un polinucleótido aislado que codifica para un polipéptido seleccionado 
del grupo que consiste en a) un polipéptido que comprende un dominio de transactivación, un dominio de unión a 
ADN, y un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución 40 
según la descripción b) un polipéptido que comprende un dominio de unión a ADN y un dominio de unión a ligando 
de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución según la descripción; y c) un 
polipéptido que comprende un dominio de transactivación y un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de 
grupo H que comprende una mutación por sustitución según la descripción 
 45 
En una realización específica, el polinucleótido aislado codifica para un polipéptido híbrido seleccionado del grupo 
que consiste en a) un polipéptido híbrido que comprende un dominio de transactivación, un dominio de unión a ADN, 
y un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución según 
la descripción: b) un polipéptido híbrido que comprende un dominio de unión a ADN y un dominio de unión a ligando 
de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución según la descripción; y c) un 50 
polipéptido híbrido que comprende un dominio de transactivación y un dominio de unión a ligando de receptor 
nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución según la descripción. 
 
La presente descripción también se refiere a un polinucleótido aislado que codifica para un dominio de unión a 
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución, en la que la mutación por 55 
sustitución afecta a la actividad de unión a ligando o la sensibilidad a ligando del dominio de unión a ligando de 
receptor nuclear de grupo H. 
 
En particular, la presente descripción se refiere a un polinucleótido aislado que codifica para un dominio de unión a 
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución, en la que la mutación por 60 
sustitución reduce la actividad de unión a ligando o la sensibilidad a ligando del dominio de unión a ligando de 
receptor nuclear de grupo H. 
 
En una realización específica, la presente descripción se refiere a un polinucleótido aislado que codifica para un 
dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución, en la que 65 
la mutación por sustitución reduce la actividad de unión a esteroides o la sensibilidad a esteroides del dominio de 
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unión a ligando de receptor nuclear de grupo H. Preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación 
de codón que da como resultado una sustitución de un residuo de aminoácido en una posición equivalente o 
análoga a a) residuo de aminoácido 20, 21, 48, 51, 52, 55, 58, 59, 62, 92, 93, 95, 109, 110, 120, 123, 125, 218, 219, 
223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoácido 95 y 110 de SEQ ID NO: 1, c) residuos de 
aminoácido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, d) residuo de aminoácido 107, 121, 213, o 217 de SEQ ID NO: 2, o e) 5 
residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. Más preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una 
mutación de codón que da como resultado una sustitución de a) un residuo de alanina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 20, 21, 48, 51, 52, 55, 58, 59, 62, 92, 93, 95, 109, 120, 1 25, 21 8, 219, 223, 230, 
234 ó 238 de SEQ ID NO:1, b) un residuo de prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 
110 de SEQ ID NO:1, c) un residuo de fenilalanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 10 
123 de SEQ END NO: 1, d) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 
95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 110 de 
SEQ ID NO: 1, e) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga a los residuos de aminoácido 218 y 
219 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 
de SEQ ID NO: 2, g) un residuo de arginina o leucina en una posición equivalente o análoga al residuo de 15 
aminoácido 121 de SEQ ID NO: 2, h) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 213 de SEQ ID NO: 2, i) un residuo de alanina o serina en una posición equivalente o análoga al residuo 
de aminoácido 217 de SEQ ID NO: 2, o j) un residuo de prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso más preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación 
de codón que da como resultado una mutación por sustitución de a) E20A, Q21A, F48A, I51A, T52A, T55A, T58A, 20 
V59A, I62A, M92A, M93A, R95A, F109A, A110P, Y120A, A123F, M125A, M218A, C219A, L223A, L230A, L234A, 
W238A, R95A/A110P o M218A/C219A de SEQ ID NO: 1, b) A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o C217S de 
SEQ ID NO: 2, o c) A105P de SEQ ID NO: 3. 
 
En otra realización específica, la presente descripción se refiere a un polinucleótido aislado que codifica para un 25 
dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución, en la que 
la mutación por sustitución elimina la actividad de unión a esteroides o la sensibilidad a esteroides del dominio de 
unión a ligando de grupo H. Preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación de codón que da 
como resultado una sustitución de un residuo de aminoácido en una posición equivalente o análoga a a) residuo de 
aminoácido 58 ó 110 de SEQ ID NO:1, b) residuos de aminoácido 107, 110 y 175 de SEQ ID NO:1, c) residuo de 30 
aminoácido 107,121, 213 ó 217 de SEQ ID NO: 2, o d) residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. Más 
preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución 
de a) una alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 58 de SEQ ID NO:1, b) un residuo 
de prolina, leucina, serina o metionina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 110 de SEQ 
ID NO:1, c) una isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO:1, 35 
una prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, y una glutamina 
en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, d) una prolina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 2, e) una arginina o una leucina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 121 de SEQ ID NO: 2, f) una alanina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 213 de SEQ ID NO: 2, g) una alanina o una serina en una posición 40 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 217 de SEQ ID NO: 2, o h) una prolina en una posición equivalente 
o análoga al residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso más preferiblemente, el polinucleótido aislado 
comprende una mutación de codón que da como resultado una mutación por sustitución seleccionada del grupo que 
consiste en a) mutación por sustitución T58A, A110P, A110L, A110S, A110M, o V107I/A110P/R175E de SEQ ID 
NO:1, b) mutación por sustitución A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2, y c) mutación 45 
por sustitución A105P de SEQ ID NO: 3. 
 
La presente descripción también se refiere a un polinucleótido aislado que codifica para un polipéptido que 
comprende un dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutación por sustitución, en 
la que el dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona carece de actividad de unión a esteroides. 50 
Preferiblemente, el dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona comprende una mutación de codón que da 
como resultado una mutación por sustitución en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido a a) 
residuo de aminoácido 58 ó 110 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoácido 107, 110 y 175 de SEQ ID NO:1, b) 
residuo de aminoácido 107, 121, 213 ó 217 de SEQ ID NO: 2, o d) residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. 
Más preferiblemente, el dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona comprende una mutación de codón que 55 
da como resultado una sustitución de a) una alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 
58 de SEQ ID NO:1, b) un residuo de prolina, leucina, serina o metionina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, c) una isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 107 de SEQ ID NO:1, una prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 110 
de SEQ ID NO: 1, una glutamina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID 60 
NO: 1, d) una prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 2, e) una 
arginina o una leucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 121 de SEQ ID NO: 2, f) una 
alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 213 de SEQ ID NO: 2, g) una alanina o una 
serina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 217 de SEQ ID NO: 2, o h) una prolina en 
una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso más preferiblemente, el 65 
dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona aislado comprende una mutación de codón que da como 
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resultado una mutación por sustitución seleccionada del grupo que consiste en a) mutación por sustitución T58A, 
Al10P, A110L, Al10S, A110M o V107I/A110P/R175E de SEQ ID NO: 1, b) mutación por sustitución A107P, 0121R, 
G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2, y c) mutación por sustitución A105P de SEQ ID NO: 3. En una 
realización específica, el dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona carece de actividad de unión a 
esteroides seleccionada del grupo que consiste en actividad de unión a ecdisona, actividad de unión a 20-5 
hidroxiecdisona, actividad de unión a ponasterona A y actividad de unión a muristerona A. 
 
En otra realización específica, el polinucleótido aislado que codifica para un dominio de unión a ligando de receptor 
de ecdisona que comprende una mutación por sustitución, en la que el dominio de unión a ligando de receptor de 
ecdisona carece de actividad de unión a esteroides, se hibrida con polinucleótido que comprende una mutación de 10 
codón que da como resultado una mutación por sustitución seleccionada del grupo que consiste en a) mutación por 
sustitución T58A, A110P, A110L, A110S, A110M o V107I/A110P/R175E de SEQ ID NO: 1, b) mutación por 
sustitución A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2, y c) mutación por sustitución A105P 
de SEQ ID NO: 3 en condiciones de hibridación que comprenden una etapa de hibridación en menos de 500 mM de 
sal y al menos 37 grados Celsius y una etapa de lavado en 2XSSPE a al menos 63 grados Celsius. En una 15 
realización preferida, las condiciones de hibridación comprenden menos de 200 mM de sal y al menos 37 grados 
Celsius para la etapa de hibridación. En otra realización preferida, las condiciones de hibridación comprenden 
2XSSPE y 63 grados Celsius para las etapas tanto de hibridación como de lavado. En otra realización preferida, el 
dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona carece de actividad de unión a esteroides seleccionada del 
grupo que consiste en actividad de unión a ecdisona, actividad de unión a 20-hidroxiecdisona, actividad de unión a 20 
ponasterona A y actividad de unión a muristerona A. 
 
En otra realización específica, la presente descripción se refiere a un polinucleótido aislado que codifica para un 
dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución, en la que 
la mutación por sustitución reduce la actividad de unión a compuestos no esteroideos o la sensibilidad a compuestos 25 
no esteroideos del dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H. Preferiblemente, el polinucleótido 
aislado comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución de un residuo de aminoácido en 
una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido a) 21, 48, 51, 52, 59, 62, 93, 95, 96, 109, 120, 123, 
125, 218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO:1, b) 121, 213 ó 217 de SEQ ID NO:2 o c) 105 de SEQ ID NO: 3. 
Más preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación de codón que da como resultado una 30 
sustitución de a) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 21, 48, 51, 
59, 62, 93, 95, 96, 109,120,125, 218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de leucina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de treonina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, d) un residuo de fenilalanina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 123 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de alanina en una 35 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 95 de SEQ ID NO:1 y un residuo de prolina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de alanina en una posición 
equivalente o análoga a los residuos de aminoácido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, g) una arginina o residuo de 
leucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 121 de SEQ ID NO: 2, h) un residuo de 
alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 213 de SEQ ID NO: 2, i) un residuo de 40 
alanina o serina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 217 de SEQ ID NO: 2, o j) un 
residuo de prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso 
más preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación de codón que da como resultado una 
mutación por sustitución de a) Q21A, F48A, I51A, T52L, V59A, I62A, M93A, R95A, V96A, V96T, F109A, Y120A, 
A123F, M125A, M218A, C219A, L223A, L230A, L234A, W238A, R95A/A110P o M218/C219A de SEQ ID NO: 1, b) 45 
G121R, 01211, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2, o c) A105P de SEQ ID NO: 3. 
 
En otra realización específica, la presente descripción se refiere a un polinucleótido aislado que codifica para un 
dominio de unión a ligando de polipéptido de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por 
sustitución, en la que la mutación por sustitución elimina la actividad de unión a compuestos no esteroideos o la 50 
sensibilidad a compuestos no esteroideos del dominio de unión a ligando de grupo H. 
 
En otra realización específica, la presente descripción se refiere a un polinucleótido aislado que codifica para un 
dominio de unión a ligando de polipéptido de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por 
sustitución, en la que la mutación por sustitución reduce tanto la actividad de unión a esteroides como la sensibilidad 55 
a esteroides y la actividad de unión a compuestos no esteroideos o la sensibilidad a compuestos no esteroideos del 
dominio de unión a ligando de grupo H. Preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación de codón 
que da como resultado una sustitución de un residuo de aminoácido en una posición equivalente o análoga a a) 
residuo de aminoácido 21, 48, 51, 59, 62, 93, 95, 109, 120,123, 125, 218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO: 
1, b) residuos de aminoácido 95 y 110 de SEQ ID NO:1, c) residuos de aminoácido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, d) 60 
residuo de aminoácido 121, 213 ó 217 de SEQ ID NO: 2, o e) residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. Más 
preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución 
de a) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 21, 48, 51, 59, 62, 93, 
95, 109, 120, 125, 218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de fenilalanina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 123 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de alanina en una posición 65 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 95 de SEQ ID NO:1 y un residuo de prolina en una posición 
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equivalente o análoga al residuo de aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, d) un residuo de alanina en una posición 
equivalente o análoga a los residuos de aminoácido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de arginina o leucina 
en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 121 de SEQ ID NO: 2, f) un residuo de alanina en 
una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 213 de SEQ ID NO: 2, g) un residuo de alanina o 
serina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 217 de SEQ ID NO: 2, o h) un residuo de 5 
prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso más 
preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación de codón que da como resultado una mutación 
por sustitución de Q21A, F48A, I51A, V59A, I62A, M93A, R95A, F109A, Y120A, A123F, M125A, M218A, C219A, 
L223A, L230A, L234A, W238A, R95A/A110P o M218A/C219A de SEQ ID NO: 1, b) G121R, G121L, N213A, C217A 
o C217S de SEQ ID NO: 2, o c) A105P de SEQ ID NO: 3. 10 
 
Además, la presente descripción también se refiere a un polinucleótido aislado que codifica para un dominio de 
unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución, en la que la mutación 
por sustitución potencia la actividad de unión a ligando o la sensibilidad a ligando del dominio de unión a ligando de 
receptor nuclear de grupo H. 15 
 
En una realización específica, la presente descripción se refiere a un polinucleótido aislado que codifica para un 
dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución, en la que 
la mutación por sustitución potencia la actividad de unión a esteroides o la sensibilidad a esteroides del dominio de 
unión a ligando de receptor nuclear de grupo H. Preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación 20 
de codón que da como resultado una sustitución de un residuo de aminoácido en una posición equivalente o 
análoga a a) residuo de aminoácido 52 ó 96 de SEQ ID NO: 1 o b) residuo de aminoácido 91 de SEQ ID NO: 3. Más 
preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución 
de a) un residuo de leucina, valina o isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 
de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina, treonina, ácido aspártico o metionina en una posición equivalente o 25 
análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de treonina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, y un residuo de glutamina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 175 de (SEQ ID NO: 1, o d) un residuo de alanina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 91 de SEQ ID NO: 3. Incluso más preferiblemente, el polinucleótido aislado 30 
comprende una mutación de codón que da como resultado a mutación por sustitución de a) T52L, T52V, T52I, V96A, 
V96T, V96D, o V96M de SEQ ID NO: 1 o b) G91A de SEQ ID NO: 3. 
 
En otra realización específica, la presente descripción se refiere a un polinucleótido aislado que codifica para un 
dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución, en la que 35 
la mutación por sustitución potencia la actividad de unión a compuestos no esteroideos o la sensibilidad a 
compuestos no esteroideos del dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H. Preferiblemente, el 
polinucleótido aislado comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución de un residuo de 
aminoácido en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52, 5 ó 96 de SEQ ID NO: 1 o b) 
residuo de aminoácido 91 de SEQ ID NO: 3. Más preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación 40 
de codón que da como resultado una sustitución de a) un residuo de alanina, valina o isoleucina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 55 de SEQ ID NO:1, c) un residuo de ácido aspártico o metionina en 
una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, o d) un residuo de alanina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 91 de SEQ ID NO: 3. Incluso más preferiblemente, el 45 
polinucleótido aislado comprende una mutación de codón que da como resultado una mutación por sustitución de a) 
T52A, T52V, TS2I, T55A, V96D o V96M de SEQ ID NO: 1 o b) G91A de SEQ ID NO: 3. 
 
En otra realización específica, la presente descripción se refiere a un polinucleótido aislado que codifica para un 
dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución, en la que 50 
la mutación por sustitución potencia tanto la actividad de unión a esteroides o la sensibilidad a esteroides como la 
actividad de unión a compuestos no esteroideos o la sensibilidad a compuestos no esteroideos del dominio de unión 
a ligando de grupo H. Preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación de codón que da como 
resultado una sustitución de un residuo de aminoácido en una posición equivalente o análoga a a) residuo de 
aminoácido 52, 96, 107 ó 175 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, c) residuos 55 
de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, d) residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, e) residuos de 
aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, f) residuos de aminoácido 52,107 y 175 de SEQ ID NO: 1, g) residuos 
de aminoácido 96, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, o h) residuo de aminoácido 91 de SEQ ID NO: 3. Más 
preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución 
de a) un residuo de valina o isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ 60 
ID NO: 1, b) un residuo de ácido aspártico o metionina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, d) un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga a los residuos 
de aminoácido 175, e) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 
de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de 65 
SEQ ID NO: 1, f) un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga a los residuos de aminoácido 127 y 
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175 de SEQ ID NO: 1, g) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 
107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 
127 de SEQ ID NO:1, h) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 
107 de SEQ ID NO:1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga a los residuos de aminoácido 
127 y 175 de SEQ ID NO: 1, i) un residuo de valina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 5 
52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 
de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de 
SEQ ID NO: 1, j) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ 
ID NO:1, un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID 
NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID 10 
NO: 1, k) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 
1, un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y 
un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, o l) 
un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 91 de SEQ ID NO: 3. Incluso 
más preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación de codón que da como resultado una 15 
mutación por sustitución de a) T52V, T52I, V96D, V96M, V107I, R175E, V107I/R175E, Y127E/R175E, V107I/Y127E, 
V107I/Y127E/R175E, T52V/V10I/VR175E, V96A/V107I/R175E o T52A/V107I/R175E de SEQ ID NO: 1 o b) G91A de 
SEQ ID NO: 3. 
 
Además, la presente descripción se refiere a un vector de expresión que comprende un polinucleótido según la 20 
invención, operativamente unido a un elemento regulador de la transcripción. Preferiblemente, el polinucleótido que 
codifica para un dominio de unión a ligando de receptor nuclear que comprende una mutación por sustitución está 
operativamente unido con una secuencia de control de la expresión que permite la expresión del dominio de unión a 
ligando de receptor nuclear en una célula huésped competente para la expresión. La secuencia de control de la 
expresión puede comprender un promotor que es funcional en la célula huésped en la que se desea la expresión. El 25 
vector puede ser una molécula de ADN de plásmido o un vector viral. Los vectores virales preferidos incluyen 
retrovirus, adenovirus, virus adenoasociado, virus del herpes y virus vaccinia. La descripción se refiere además a un 
virus recombinante de replicación defectuosa que comprende en su genoma, el polinucleótido que codifica para un 
dominio de unión a ligando de receptor nuclear que comprende una mutación por sustitución tal como se describió 
anteriormente. Por tanto, la presente descripción también se refiere a una célula huésped aislada que comprende un 30 
vector de expresión de ese tipo, en el que el elemento regulador de la transcripción es operativo en la célula 
huésped. 
 
La presente invención también se refiere a un polipéptido aislado codificado por un polinucleótido según la 
invención. 35 
 
Polipéptidos de la invención 
 
El sistema de expresión génica inducible basado en receptores nucleares novedoso de la invención comprende al 
menos un casete de expresión génica que comprende un polinucleótido que codifica para un polipéptido que 40 
comprende un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por 
sustitución. Por tanto, la presente invención también proporciona un polipéptido aislado que comprende un dominio 
de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución según la descripción 
 
En otra realización específica, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H comprende una 45 
mutación por sustitución en una posición equivalente o análoga a a) residuo de aminoácido 20, 21, 48, 51, 52, 55, 
58, 59, 61, 62, 92, 93, 95, 96, 107, 109, 110, 120, 123, 125, 175, 218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO:1, b) 
residuos de aminoácido 95 y 110 de SEQ ID NO:1, c) residuos de aminoácido 218 y 219 de SEQ ID NO:1, d) 
residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, e) residuos de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, f) 
residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, g) residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, h) 50 
residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, i) residuos de aminoácido 96,107 y 175 de SEQ ID NO: 1, j) 
residuos de aminoácido 107, 110 y 175 de SEQ ID NO: 1, k) residuo de aminoácido 107, 121, 213, o 217 de SEQ ID 
NO: 2, o 1) residuo de aminoácido 91 ó 105 de SEQ ID NO: 3. En una realización preferida, el dominio de unión a 
ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor de ecdisona. 
 55 
Preferiblemente, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H comprende una sustitución de a) un 
residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 20, 21, 48, 51, 55, 58, 59, 61, 62, 
92, 93, 95, 109, 120, 125, 218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina, valina, 
isoleucina o leucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO:1, c) un 
residuo de alanina, treonina, ácido aspártico o metionina en una posición equivalente o análoga al residuo de 60 
aminoácido 96 de SEQ ID NO:1, d) un residuo de prolina, serina, metionina o leucina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de fenilalanina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 123 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de alanina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, g) un residuo de alanina en una posición equivalente o 65 
análoga a los residuos de aminoácido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, h) un residuo de isoleucina en una posición 
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equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, i) un residuo de glutamina en una posición 
equivalente o análoga a los residuos de aminoácido 175, j) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, k) un residuo de glutamina en una posición equivalente o 
análoga a los residuos de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1,l) un residuo de isoleucina en una posición 5 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 127 de SEQ ID NO: 1, m) un residuo de isoleucina en una posición 
equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición 
equivalente o análoga a los residuos de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, n) un residuo de valina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una 10 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, o) un residuo de alanina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, p) un residuo de alanina en una 15 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, q) un residuo de treonina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una 20 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, r) un residuo de isoleucina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, una prolina en una posición 
equivalente o análoga al aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, s) una prolina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 2, t) una arginina o una leucina en una posición equivalente o análoga al 25 
residuo de aminoácido 121 de SEQ ID NO: 2, u) una alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 213 de SEQ ID NO: 2, v) una alanina o una serina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 217 de SEQ ID NO: 2, w) una alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 
91 de SEQ ID NO: 3, o x) una prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 105 de SEQ 
ID NO: 3. En una realización preferida, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H es de un 30 
receptor de ecdisona. 
 
En otra realización específica, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una 
mutación por sustitución es un polipéptido de dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona que comprende 
una mutación por sustitución, en la que la mutación por sustitución se selecciona del grupo que consiste en a) 35 
mutación por sustitución E20A, Q21A, F48A, I51A, T52A, T52V, T52I, T52L. T55A, T58A, V59A, L61A, I62A, M92A, 
M93A, R95A, V96A, V96T, V96D, V96M, V107I, F109A, A110P, A110S, A110M, A110L, Y120A, A123F, M125A, 
R175E, M218A, C219A, L223A, L230A, L234A, W238A, R95A/A110P, M21BA/C219A, V107I/R175E, Y127E/R175E, 
V107I/Y127E, V107I/Y127E/R175E, T52V/V107R175E, V96A/V107I/R175E, T52A/V107I/R175E V96T/V107I/R175E 
o V107I/A110P/R175E de SEQ ID NO: 1, b) mutación por sustitución A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o 40 
C217S de SEQ ID NO: 2, y c) mutación por sustitución G91A o A105P de SEQ ID NO: 3. 
 
La presente descripción también proporciona un polipéptido aislado seleccionado del grupo que consiste en a) un 
polipéptido aislado que comprende un dominio de transactivación, un dominio de unión a ADN, y un dominio de 
unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución según la descripción; 45 
b) un polipéptido aislado que comprende un dominio de unión a ADN y un dominio de unión a ligando de receptor 
nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución según la descripción; y c) un polipéptido aislado 
que comprende un dominio de transactivación y un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que 
comprende una mutación por sustitución según la descripción. En una realización preferida, el dominio de unión a 
ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor de ecdisona. 50 
 
La presente descripción también proporciona un polipéptido híbrido aislado seleccionado del grupo que consiste en 
a) un polipéptido híbrido aislado que comprende un dominio de transactivación, un dominio de unión a ADN, y un 
dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución según la 
descripción b) un polipéptido híbrido aislado que comprende un dominio de unión a ADN y un dominio de unión a 55 
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución según la descripción; y c) un 
polipéptido híbrido aislado que comprende un dominio de transactivación y un dominio de unión a ligando de 
receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución según la descripción. En una realización 
preferida, el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor de ecdisona. 
 60 
La presente descripción también proporciona un polipéptido aislado que comprende un dominio de unión a ligando 
de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución que afecta a la actividad de unión a 
ligando o a la sensibilidad a ligando del dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H. 
 
En particular, la presente descripción se refiere a un polipéptido de receptor nuclear de grupo H aislado que 65 
comprende un dominio de unión a ligando que comprende una mutación por sustitución que reduce la actividad de 
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unión a ligando o la sensibilidad a ligando del dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H. 
 
En una realización específica, la presente descripción se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio 
de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución que reduce la 
actividad de unión a esteroides o la sensibilidad a esteroides del dominio de unión a ligando de receptor nuclear de 5 
grupo H. Preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitución de un residuo de aminoácido en una 
posición equivalente o análoga a a) residuo de aminoácido 20, 21, 48, 51, 52, 55, 58, 59, 62, 92, 93, 95,109,110,120, 
123,125, 218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO: 1, b) residuo de aminoácido 107,121, 213 ó 217 de SEQ ID 
NO: 2, o c) residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. Más preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una 
sustitución de a) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 20, 21, 48, 10 
51, 52, 55, 58, 59, 62, 92, 93, 95, 109, 120, 125, 218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO:1, b) un residuo de 
prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de 
fenilalanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 123 de SEQ ID NO: 1, d) un residuo de 
alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina 
en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de alanina en 15 
una posición equivalente o análoga a los residuos de aminoácido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de 
prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 2, g) un residuo de 
arginina o leucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 121 de SEQ ID NO: 2, h) un 
residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 213 de SEQ ID NO: 2, i) un 
residuo de alanina o serina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 217 de SEQ ID NO: 2, o 20 
j) un residuo de prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. 
Incluso más preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una mutación por sustitución de a) E20A, Q21A, 
F48A, 151A, T52A, T55A, T58A, V59A, I62A, M92A, M93A, R95A, F109A, A110P, Y120A, A123F, M125A, M218A, 
C219A, L223A, L230A, L234A, W238A, R95A/A110P o M218A/C219A de SEQ ID NO:1, b) A107P, G121R G121L, 
N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2, o c) A105P de SEQ ID NO: 3. 25 
 
En otra realización específica, la presente descripción se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio 
de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución que elimina la 
actividad de unión a esteroides o la sensibilidad a esteroides del dominio de unión a ligando de grupo H. 
Preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitución de un residuo de aminoácido en una posición 30 
equivalente o análoga a a) residuo de aminoácido 58 ó 110 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoácido 107, 110 y 
175 de SEQ ID NO: 1, c) residuo de aminoácido 107, 121, 213 ó 217 de SEQ ID NO: 2, o d) residuo de aminoácido 
105 de SEQ ID NO: 3. Más preferiblemente, el polinucleótido aislado comprende una mutación de codón que da 
como resultado una sustitución de a) una alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 58 
de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de prolina, leucina, serina o metionina en una posición equivalente o análoga al 35 
residuo de aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, un residuo de prolina en una posición equivalente o análoga al 
aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, d) una prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 
107 de SEQ ID NO: 2, e) una arginina o una leucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 40 
121 de SEQ ID NO: 2, f) una alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 213 de SEQ 
ID NO: 2, g) una alanina o una serina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 217 de SEQ 
ID NO: 2, o h) una prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. 
Incluso más preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una mutación por sustitución seleccionado del grupo 
que consiste en a) mutación por sustitución T58A, A110P, A110L, A110S, A110M o V107I/A110P/R175E de SEQ ID 45 
NO:1, b) mutación por sustitución A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2, y c) mutación 
por sustitución A105P de SEQ ID NO: 3. 
 
La presente descripción también se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio de unión a ligando de 
receptor de ecdisona que comprende una mutación por sustitución, en la que el dominio de unión a ligando de 50 
receptor de ecdisona carece de actividad de unión a esteroides. Preferiblemente, el dominio de unión a ligando de 
receptor de ecdisona comprende una mutación por sustitución a una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido a a) residuo de aminoácido 58 ó 110 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoácido 107,110 y 175 de 
SEQ ID NO: 1, c) residuo de aminoácido 107, 121, 213 ó 217 de SEQ ID NO: 2, o d) residuo de aminoácido 105 de 
SEQ ID NO: 3. Más preferiblemente, el dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona comprende una 55 
sustitución de a) una alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 58 de SEQ ID NO: 1, 
b) un residuo de prolina, leucina, serina o metionina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 
110 de SEQ ID NO: I, c) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 
107 de SEQ ID NO: 1, un residuo de prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 110 de 
SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de 60 
SEQ ID NO: 1, d) una prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 2, 
e) una arginina o una leucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 121 de SEQ ID NO: 2, 
f) una alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 213 de SEQ ID NO: 2, g) una alanina 
o una serina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 217 de SEQ ID NO: 2, o h) una prolina 
en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso más preferiblemente, 65 
el dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona comprende una mutación por sustitución seleccionada del 
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grupo que consiste en a) mutación por sustitución T58A, A110f, A110L, A110S, A110M o V107I/A110P/R175E de 
SEQ ID NO: 1, b) mutación por sustitución A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2, y c) 
mutación por sustitución A105P de SEQ ID NO: 3. En una realización específica, el dominio de unión a ligando de 
receptor de ecdisona carece de actividad de unión a esteroides seleccionada del grupo que consiste en actividad de 
unión a ecdisona, actividad de unión a 20-hidroxiecdisona, actividad de unión a ponasterona A y actividad de unión a 5 
muristerona A. 
 
En otra realización específica, el polipéptido aislado que comprende un dominio de unión a ligando de receptor de 
ecdisona que comprende una mutación por sustitución, en la que el dominio de unión a ligando de receptor de 
ecdisona carece de actividad de unión a esteroides y se codifica por un polinucleótido que se hibrida con un 10 
polinucleótido que comprende una mutación de codón que da como resultado una mutación por sustitución 
seleccionada del grupo que consiste en a) mutación por sustitución T58A, A110P, A110L, A110S, A110M o 
V107I/A110P/R175E de SEQ ID NO:1, b) mutación por sustitución A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o C217S 
de SEQ ID NO: 2, y c) mutación por sustitución A105P de SEQ ID NO: 3 en condiciones de hibridación que 
comprenden una etapa de hibridación en menos de 500 mM de sal y al menos 37 grados Celsius y una etapa de 15 
lavado en 2XSSPE a al menos 63 grados Celsius. En una realización preferida, las condiciones de hibridación 
comprenden menos de 200 mM de sal y al menos 37 grados Celsius para la etapa de hibridación. En otra realización 
preferida, las condiciones de hibridación comprenden 2XSSPE y 63 grados Celsius para las etapas tanto de 
hibridación como de lavado. En otra realización preferida, el dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona 
carece de actividad de unión a esteroides seleccionada del grupo que consiste en actividad de unión a ecdisona, 20 
actividad de unión a 20-hidroxiecdisona, actividad de unión a ponasterona A y actividad de unión a muristerona A. 
 
En otra realización específica, la presente descripción se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio 
de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución que reduce la 
actividad de unión a compuestos no esteroideos o la sensibilidad a compuestos no esteroideos del dominio de unión 25 
a ligando de receptor nuclear de grupo H. Preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitución de un 
residuo de aminoácido en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido a) 21, 48, 51, 52, 59, 62, 93, 
95, 96,109,120, 123, 125, 218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO:1, b) 121, 213 ó 217 de SEQ ID NO: 2, o c) 
105 de SEQ ID NO: 3. Más preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitución de a) un residuo de 
alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 21, 48, 51, 59, 62, 93, 95, 96, 109, 120, 30 
125, 218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de leucina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de treonina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, d) un residuo de fenilalanina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 123 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de alanina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina en una posición equivalente o 35 
análoga al residuo de aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de alanina en una posición equivalente o 
análoga a los residuos de aminoácido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, g) una arginina o un residuo de leucina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 121 de SEQ ID NO: 2, h) un residuo de alanina en una 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 213 de SEQ ID NO: 2, i) un residuo de alanina o serina en 
una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 217 de SEQ ID NO: 2, o j) un residuo de prolina en una 40 
posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso más preferiblemente, el 
polipéptido aislado comprende una mutación por sustitución de a) Q21A, F48A, I51A, T52L, V59A, I62A, M93A, 
R95A, V96A, V96T, F109A, Y120A, A123F, M125A, M218A. C219A, L223A, L230A, L234A, W238A, R95A/A110P o 
M218/C219A de SEQ ID NO: 1, b) G121R, G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2, o c) A105P de SEQ 
ID NO: 3. 45 
 
En otra realización específica, la presente descripción se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio 
de unión a ligando de polipéptido de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución que 
elimina la actividad de unión a compuestos no esteroideos o la sensibilidad a compuestos no esteroideos del 
dominio de unión a ligando de grupo H. 50 
 
En otra realización específica, la presente descripción se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio 
de unión a ligando de polipéptido de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución que 
reduce tanto la actividad de unión a esteroides o la sensibilidad a esteroides como la actividad de unión a 
compuestos no esteroideos o la sensibilidad a compuestos no esteroideos del dominio de unión a ligando de grupo 55 
H. Preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitución de un residuo de aminoácido en una posición 
equivalente o análoga a a) residuo de aminoácido 21, 48, 51, 59, 62, 93, 95, 109,120,123,125, 218, 219, 223, 230, 
234 ó 238 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoácido 95 y 110 de SEQ ID NO:1, c) residuos de aminoácido 218 y 
219 de SEQ m NO: 1, d) residuo de aminoácido 121, 213 ó 217 de SEQ ID NO: 2, o e) residuo de aminoácido 105 
de SEQ ID NO: 3. Más preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitución de a) un residuo de alanina 60 
en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 21, 48, 51, 59, 62, 93, 95,109,120,125, 218, 219, 
223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de fenilalanina en una posición equivalente o análoga al residuo 
de aminoácido 123 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 110 de SEQ ID NO: 1, d) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga a los residuos de 65 
aminoácido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de arginina o leucina en una posición equivalente o análoga 
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al residuo de aminoácido 121 de SEQ ID NO: 2, f) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 213 de SEQ ID NO: 2, g) un residuo de alanina o serina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 217 de SEQ ID NO: 2, o h) un residuo de prolina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso más preferiblemente, el polipéptido aislado 
comprende una mutación por sustitución de Q21A, F48A, I51A, V59A, I62A, M93A, R95A, F109A, Y120A, A123F, 5 
M125A, M218A, C219A, L223A, L230A, L234A, W238A, R95A/A110P o M218A/C219A de SEQ ID NO: 1, b) G121R, 
G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2, o c) A105P de SEQ ID NO: 3. 
 
Además, la presente descripción también se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio de unión a 
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución que potencia la actividad de 10 
unión a ligando o sensibilidad a ligando del dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H. 
 
En una realización específica, la presente descripción se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio 
de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución que potencia la 
actividad de unión a esteroides o la sensibilidad a esteroides del dominio de unión a ligando de receptor nuclear de 15 
grupo H. Preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitución de un residuo de aminoácido en una 
posición equivalente o análoga a a) residuo de aminoácido 52 ó 96 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoácido 96, 
107 y 175 de SEQ ID NO: 1, o c) residuo de aminoácido 91 de SEQ ID NO: 3. Más preferiblemente, el polipéptido 
aislado comprende una sustitución de a) un residuo de leucina, valina o isoleucina en una posición equivalente o 
análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina, treonina, ácido aspártico o 20 
metionina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de 
treonina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de 
isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de 
glutamina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, o d) un residuo de 
alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 91 de SEQ ID NO: 3. Incluso más 25 
preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una mutación por sustitución de a) T52L, T52V, T52I, V96A, 
V96T, V96D, V96M o V96T/V107I/R175E de SEQ ID NO:1 o b) G91A de SEQ ID NO: 3. 
 
En otra realización específica, la presente descripción se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio 
de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución que potencia la 30 
actividad de unión a compuestos no esteroideos o la sensibilidad a compuestos no esteroideos del dominio de unión 
a ligando de receptor nuclear de grupo H. Preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitución de un 
residuo de aminoácido en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52, 55 ó 96 de SEQ ID NO: 
1 o b) residuo de aminoácido 91 de SEQ ID NO: 3. Más preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una 
sustitución de a) un residuo de alanina, valina o isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de 35 
aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de 
aminoácido 55 de SEQ ID NO:1, c) un residuo de ácido aspártico o metionina en una posición equivalente o análoga 
al residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO:1, o d) un residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al 
residuo de aminoácido 91 de SEQ ID NO: 3. Incluso más preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una 
mutación por sustitución de a) T52A, T52V, T52I, T55A, V96D o V96M de SEQ ID NO: 1 o b) G91A de SEQ ID NO: 40 
3. 
 
En otra realización específica, la presente descripción se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio 
de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución que potencia tanto 
la actividad de unión a esteroides o la sensibilidad a esteroides como la actividad de unión a compuestos no 45 
esteroideos o la sensibilidad a compuestos no esteroideos del dominio de unión a ligando de grupo H. 
Preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitución de un residuo de aminoácido en una posición 
equivalente o análoga a a) residuo de aminoácido 52, 96, 107 ó 175 de SEQ ID NO. 1, b) residuos de aminoácido 
107 y 175 de SEQ ID NO: 1, c) residuos de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, d) residuos de aminoácido 107 
y 127 de SEQ ID NO: 1, e) residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, f) residuos de aminoácido 52, 50 
107 y 175 de SEQ ID NO: 1, g) residuos de aminoácido 96, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, o h) residuo de aminoácido 
91 de SEQ ID NO: 3. Más preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitución de a) un residuo de 
valina o isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO:1, b) un 
residuo de ácido aspártico o metionina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ 
ID NO: 1, c) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ 55 
ID NO: 1, d) un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga a los residuos de aminoácido 175, e) un 
residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un 
residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, f) un 
residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga a los residuos de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 
1, g) un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 60 
y un residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 127 de SEQ ID NO: 1, h) 
un residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un 
residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga a los residuos de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 
1, i) un residuo de valina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, un 
residuo de isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un 65 
residuo de glutamina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, j) un 
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residuo de alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo 
de isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de 
glutamina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, k) un residuo de 
alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de 
isoleucina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de 5 
glutamina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 175 de SEQ ID NO: 1, o l) un residuo de 
alanina en una posición equivalente o análoga al residuo de aminoácido 91 de SEQ ID NO: 3. Incluso más 
preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una mutación por sustitución de a) T52V, T52I, V96D, V96M, 
V107I, R175E, V107l/R175E, Y127E/R175E, V107l/Y127E, V107I/Y127E/R175E, T52V/V107l/R175E, 
V96A/V107I/R175B o T52A/V107I/R175E de SEQ ID NO: 1 o b) G91A de SEQ ID NO: 3. 10 
 
La presente descripción también se refiere a composiciones que comprenden un polipéptido aislado según la 
invención. 
 
Método para modular la expresión génica de la invención 15 
 
La invención de los solicitantes también se refiere a métodos para modular la expresión génica en una célula 
huésped usando un sistema de modulación de la expresión génica según la invención. Específicamente, los 
solicitantes proporcionan un método para modular la expresión de un gen en una célula huésped que comprende las 
etapas de: a) introducir en la célula huésped un sistema de modulación de la expresión génica según la descripción 20 
y b) introducir en la célula huésped un ligando; en el que el gen que va a modularse es un componente de un casete 
de expresión génica que comprende: i) un elemento de respuesta que comprende un dominio reconocido mediante 
el dominio de unión a ADN del sistema de expresión génica; ii) un promotor que se activa por el dominio de 
transactivación del sistema de expresión génica; y iii) un gen cuya expresión ha de modularse, mediante lo cual tras 
la introducción del ligando en la célula huésped, se modula la expresión del gen. 25 
 
La descripción también proporciona un método para modular la expresión de un gen en una célula huésped que 
comprende la etapas de: a) introducir en la célula huésped un sistema de modulación de la expresión génica según 
la descripción; b) introducir en la célula huésped un casete de expresión génica según la descripción en el que el 
casete de expresión génica comprende i) un elemento de respuesta que comprende un dominio reconocido por el 30 
dominio de unión a ADN del sistema de expresión génica; ii) un promotor que se activa por el dominio de 
transactivación del sistema de expresión génica; y iii) un gen cuya expresión ha de modularse; y c) introducir en la 
célula huésped un ligando; mediante lo cual tras la introducción del ligando en la célula huésped, se modula la 
expresión del gen. 
 35 
Los solicitantes también proporcionan un método para modular la expresión de un gen en una célula huésped que 
comprende un casete de expresión génica que comprende un elemento de respuesta que comprende un dominio al 
cual se une el dominio de unión a ADN del primer polipéptido híbrido del sistema de modulación de la expresión 
génica; un promotor que se activa por el dominio de transactivación del segundo polipéptido híbrido del sistema de 
modulación de la expresión génica; y un gen cuya expresión ha de modularse; en el que el método comprende las 40 
etapas de: a) introducir en la célula huésped un sistema de modulación de la expresión génica según la descripción 
y b) introducir en la célula huésped un ligando; mediante lo cual tras la introducción del ligando en el huésped, se 
modula la expresión del gen. 
 
Los genes de interés para la expresión en una célula huésped usando métodos de los solicitantes pueden ser genes 45 
endógenos o genes heterólogos. La información de secuencia de ácido nucleico o de aminoácidos para una proteína 
o gen deseado puede ubicarse en una de muchas bases de datos de acceso público, por ejemplo, GENBANK, 
EMBL, Swiss-Prot y PIR, o en muchas publicaciones de revista relacionadas con biología. Por tanto, los expertos en 
la técnica tienen acceso a información de secuencia de ácido nucleico para prácticamente todos los genes 
conocidos. Entonces puede usarse tal información para construir los constructos deseados para la inserción del gen 50 
de interés dentro de los casetes de expresión génica usados en los métodos de los solicitantes descritos en el 
presente documento. 
 
Los ejemplos de genes de interés para la expresión en una célula huésped usando métodos de los solicitantes 
incluyen, pero no se limitan a: antígenos producidos en plantas como vacunas, enzimas como alfa-amilasa, fitasa, 55 
glucanos, xilasa y xilanasa, genes para resistencia contra insectos, nematodos, hongos, bacterias, virus y estreses 
abióticos, nutracéuticos, productos farmacéuticos, vitaminas, genes para modificar el contenido de aminoácidos, 
resistencia a herbicidas, tolerancia al frío, la sequía y el calor, productos industriales, aceites, proteína, hidratos de 
carbono, antioxidantes, plantas estériles masculinas, flores, combustibles, otros rasgos de producción, genes que 
codifican polipéptidos o productos terapéuticamente deseados que pueden usarse para tratar un estado, una 60 
enfermedad, un trastorno, una disfunción, un defecto genético, tal como anticuerpos monoclonales, enzimas, 
proteasas, citocinas, interferones, insulina, eritropoyetina, factores de coagulación, otros componentes o factores 
sanguíneos, vectores virales para la terapia génica, virus para vacunas, dianas para descubrimiento de fármacos, 
análisis y aplicaciones de genómica funcional y proteómica, y similares. 
 65 
Ligandos aceptables son uno cualquiera que module la expresión del gen cuando la unión del dominio de unión a 
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ADN del sistema de expresión génica según la descripción al elemento de respuesta en presencia del ligando da 
como resultado la activación o supresión de la expresión de los genes. Los ligandos preferidos incluyen un 
ecdisteroide, tal como ecdisona, 20-hidroxiecdisona, ponasterona A, muristerona A, y similares, ácido 9-cis-retinoico, 
análogos sintéticos de ácido retinoico, N,N’-diacilhidrazinas tales como las dadas a conocer en las patentes de 
EE.UU. n.º 6.013.836, n.º 5.117.057, n.º 5.530.028 y n.º 5.378.726; dibenzoilalquil-cianohidrazinas tales como las 5 
dadas a conocer en la solicitud europea n.º 461809; N-alquil-N,N’-diaroilhidrazinas tales como las dadas a conocer 
en la patente de EE.UU. n.º 5.225.443; N-acil-N-alquilcarbonilhidrazinas tales como las dadas a conocer en la 
solicitud europea n.º 234994; N-aroil-N-alquil-N’-aroilhidrazinas tales como las descritas en la patente de EE.UU. n.º 
4.985.461; y otros materiales similares incluyendo 3,5-di-terc-butil-4-hidroxi-N-isobutil-benzamida, 8-O-
acetilharpagida, oxiesteroles, 22(R) hidroxicolesterol, 24(S) hidroxicolesterol, 25-epoxicolesterol, T0901317, 5-alfa-6-10 
alfa-epoxicolesterol-3-sulfato (ECHS), 7-cetocolesterol-3-sulfato, farnesol, ácidos biliares, ésteres de 1,1-bifosfonato, 
hormona juvenil III, y similares. 
 
En una realización preferida, el ligando para su uso en el método de los solicitantes para modular la expresión de 
gen es un compuesto de fórmula: 15 
 

 
 
en la que: 
 20 
E es un alquilo (C4-C6) que contiene un carbono terciario o un cianoalquilo (C3-O5) que contiene un carbono terciario; 
 
R1 es H, Me, Et, i-Pr, F, formilo, CF3, CHF2, CHCl2, CH2F, CH2Cl, CH2OH, CH2OMe, CH2CN, CN, C≡CH, 1-propinilo, 
2-propinilo, vinilo, OH, OMe, OEt, ciclopropilo, CF2CF3, CH=CHCN, alilo, azido, SCN o SCHF2; 
 25 
R2 es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, formilo, CF3, CHF2, CHCl2, CH2F, CH2Cl, CH2OH, CH2OMe, CH2CN, CN, C≡CH, 1-
propinilo, 2-propinilo, vinilo, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, O-n-Pr, OAc, NMe2, NEt2, SMe, SEt, SOCF3, OCF2CF2H, 
COET, ciclopropilo, CF2CF3, CH=CHCN, alilo, azido, OCF3, OCHF2, O-i-Pr, SCN, SCHF2, SOMe, NH-CN, o está 
unido a R3 y los carbonos de fenilo a los que están unidos R2 y R3 para formar un etilendioxilo, un anillo dihidropirilo 
con el oxígeno adyacente a un carbono de fenilo, o un anillo dihidropirilo con el oxígeno adyacente a un carbono de 30 
fenilo; 
 
R3 es H, Et, o está unido a R2 y los carbonos de fenilo a los que están unidos R2 y R3 para formar un etilendioxilo, un 
anillo dihidrofurilo con el oxígeno adyacente a un carbono de fenilo, o un anillo dihidropirilo con el oxígeno adyacente 
a un carbono de fenilo; 35 
 
R4, R5 y R6 son independientemente H, Me, Et, F, Cl, Br, formilo, CF3, CHF2, CHCl2, CH2F, CH2CI, CH2OH, CN, 
C≡CH, 1-propinilo, 2-propinilo, vinilo, OMe, OEt, SMe o SEt. 
 
En otra realización preferida, el ligando para su uso en el método de los solicitantes para modular la expresión de 40 
gen es una ecdisona, 20-hidroxiecdisona, ponasterona A, muristerona A, un oxiesterol, un 22(R)-hidroxicolesterol, 
24(S)-hidroxicolesterol, 25-epoxicolesterol, T0901317, 5-alfa-6-alfa-epoxicolesterol-3-sulfato (ECHS), 7-
cetocolesterol-3-sulfato, farnesol, ácidos biliares, ésteres de 1,1-bifosfonato u hormona juvenil III. 
 
En otra realización preferida, puede usarse un segundo ligando además del primer ligando comentado anteriormente 45 
en el método de los solicitantes para modular la expresión de un gen. Preferiblemente, este segundo ligando es 
ácido 9-cis-retinoico o un análogo sintético de ácido retinoico. 
 
Células huésped y organismos no humanos de la invención 
 50 
Tal como se describió anteriormente, el sistema de modulación de la expresión génica de la presente invención 
puede usarse para modular la expresión génica en una célula huésped. La expresión en células huésped 
transgénicas puede ser útil para la expresión de diversos genes de interés. La invención de los solicitantes 
proporciona modulación de expresión la génica en células huésped eucariotas y procariotas. La expresión en células 
huésped transgénicas es útil para la expresión de diversos polipéptidos de interés incluyendo pero sin limitarse a 55 
antígenos producidos en plantas como vacunas, enzimas como alfa-amilasa, fitasa, glucanos, xilasa y xilanasa, 
genes para resistencia contra insectos, nematodos, hongos, bacterias, virus, y estreses abióticos, antígenos, 
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nutracéuticos, productos farmacéuticos, vitaminas, genes para modificar el contenido de aminoácidos, resistencia a 
herbicidas, tolerancia al frío, la sequía y el calor, productos industriales, aceites, proteína, hidratos de carbono, 
antioxidantes, plantas estériles masculinas, flores, combustibles, otros rasgos de producción, polipéptidos 
terapéuticos, productos intermedios de ruta; para la modulación de rutas ya existentes en el huésped para la síntesis 
de nuevos productos no posibles hasta ahora usando el huésped; ensayos basados en células; ensayos de 5 
genómica funcional, producción de proteínas bioterapéuticas, ensayos proteómicos, y similares. Adicionalmente los 
productos génicos pueden ser útiles para conferir mayores rendimientos de crecimiento del huésped o para permitir 
que se utilice un modo de crecimiento alternativo. 
 
Por tanto, la invención de los solicitantes proporciona una célula huésped aislada que comprende un sistema de 10 
expresión génica según la invención. La presente descripción también proporciona una célula huésped aislada que 
comprende un casete de expresión génica según la invención. La invención de los solicitantes también proporciona 
una célula huésped aislada que comprende un polinucleótido o un polipéptido según la descripción. La presente 
descripción también se refiere a una célula huésped transfectada con un vector de expresión según la descripción. 
La célula huésped puede ser una célula bacteriana, una célula fúngica, una célula de nematodo, una célula de 15 
insecto, una célula de pez, una célula vegetal, una célula aviar, una célula animal o una célula de mamífero. Aún en 
otra realización, la descripción se refiere a un método para producir un dominio de unión a ligando de receptor 
nuclear que comprende una mutación por sustitución, en la que el método comprende cultivar la célula huésped tal 
como se describió anteriormente en medio de cultivo en condiciones que permiten la expresión de un polinucleótido 
que codifica para el dominio de unión a ligando de receptor nuclear que comprende una mutación por sustitución, y 20 
aislar el dominio de unión a ligando de receptor nuclear que comprende una mutación por sustitución a partir del 
cultivo. 
 
En una realización específica, la célula huésped aislada es una célula huésped procariota o una célula huésped 
eucariota. En otra realización específica, la célula huésped aislada es una célula huésped de invertebrado o una 25 
célula huésped de vertebrado. Preferiblemente, la célula huésped se selecciona del grupo que consiste en una 
célula bacteriana, una célula fúngica, una célula de levadura, una célula de nematodo, una célula de insecto, una 
célula de pez, una célula vegetal, una célula aviar, una célula animal y una célula de mamífero. Más preferiblemente, 
la célula huésped es una célula de levadura, una célula de nematodo, una célula de insecto, una célula vegetal, una 
célula de pez cebra, una célula de pollo, una célula de hámster, una célula de ratón, una célula de rata, una célula 30 
de conejo, una célula de gato, una célula de perro, una célula bovina, una célula de cabra, una célula de vaca, una 
célula de cerdo, una célula de caballo, una célula de oveja, una célula de simio, una célula de mono, una célula de 
chimpancé o una célula humana. Los ejemplos de células huésped preferidas incluyen, pero no se limitan a, 
especies fúngicas o de levaduras tales como Aspergillus, Trichoderma, Saccharomyces, Pichia, Candida, 
Hansenula, o especies bacterianas tales como las de los géneros Synechocystis, Synechococcus, Salmonella, 35 
Bacillus, Acinetobacter, Rhodococcus, Streptomyces, Escherichia, Pseudomonas, Methylomonas, Methylobacter, 
Alcaligenes, Synechocyctis, Anabaena. Thiobacillus, Methanobacterium y Klebstella; especies vegetales 
seleccionadas del grupo que consiste en una manzana, Arabidopsis, mijo perla, banana, cebada, judías, remolacha, 
lenteja negra, garbanzo, chile, pepino, berenjena, habas, maíz, melón, mijo, judía mung, avena, quingombó, 
Panicum, papaya, cacahuete, guisante, pimiento, judía de la India, piña, Phaseolus, patata, calabaza, arroz, sorgo, 40 
soja, calabacín, caña de azúcar, remolacha azucarera, girasol, boniato, té, tomate, tabaco, sandía y trigo; células 
huésped animales y de mamíferos. 
 
En una realización específica, la célula huésped es una célula de levadura seleccionada del grupo que consiste en 
una célula huésped de Saccharomyces, de Pichia y de Candida. 45 
 
En otra realización específica, la célula huésped es una célula de nematodo Caenorhabdus elegans. 
 
En otra realización específica, la célula huésped es una célula de insecto. 
 50 
En otra realización específica, la célula huésped es una célula vegetal seleccionada del grupo que consiste en una 
célula de manzana, Arabidopsis, mijo perla, banana, cebada, judías, remolacha, lenteja negra, garbanzo, chile, 
pepino, berenjena, habas, maíz, melón, mijo, judía mung, avena, quingombó, Panicum, papaya, cacahuete, 
guisante, pimiento, judía de la India, piña, Phaseolus, patata, calabaza, arroz, sorgo, soja, calabacín, caña de 
azúcar, remolacha azucarera, girasol, boniato, té, tomate, tabaco, sandía y trigo. 55 
 
En otra realización específica, la célula huésped es una célula de pez cebra. 
 
En otra realización específica, la célula huésped es una célula de pollo. 
 60 
En otra realización específica, la célula huésped es una célula de mamíferos seleccionada del grupo que consiste en 
una célula de hámster, una célula de ratón, una célula de rata, una célula de conejo, una célula de gato, una célula 
de perro, una célula bovina, una célula de cabra, una célula de vaca, una célula de cerdo, una célula de caballo, una 
célula de oveja, una célula de mono, una célula de chimpancé y una célula humana. 
 65 
La transformación de células huésped se conoce bien en la técnica y puede lograrse mediante una variedad de 
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métodos incluyendo pero sin limitarse a electroporación, infección viral, transfección de plásmido/vector, transfección 
mediada por vector no viral, transformación mediada por Agrobacterium, bombardeo de partículas, y similares. La 
expresión de productos génicos deseados implica cultivar las células huésped transformadas en condiciones 
adecuadas e inducir la expresión del gen transformado. Se conocen bien en la técnica las condiciones de cultivo y 
los protocolos de expresión génica en células procariotas y eucariotas (véase la sección de métodos generales de 5 
los ejemplos). Pueden recogerse las células y los productos génicos aislados según los protocolos específicos para 
el producto génico. 
 
Además, puede elegirse una célula huésped que modula la expresión del polinucleótido insertado, o modifica y 
procesa el producto de polipéptido de modo específico deseado. Las células huésped diferentes tienen mecanismos 10 
característicos y específicos para el procesamiento traduccional y post-traduccional y la modificación [por ejemplo, 
glicosilación, escisión (por ejemplo, de secuencia señal)] de proteínas. Las líneas celulares o sistemas de huésped 
apropiados pueden elegirse para garantizar la modificación deseada y el procesamiento de la proteína foránea 
expresada. Por ejemplo, la expresión en un sistema bacteriano puede usarse para producir un producto de proteína 
de núcleo no glicosilado. Sin embargo, un polipéptido expresado en bacterias puede no estar plegado de manera 15 
apropiada. La expresión en levadura puede producir un producto glicosilado. La expresión en células eucariotas 
puede aumentar la probabilidad de glicosilación “nativa” y plegado de una proteína heteróloga. Además, la expresión 
en células de mamíferos puede proporcionar una herramienta para reconstituir, o constituir, la actividad del 
polipéptido. Además, diferentes sistemas de expresión de huésped/vector pueden afectar a las reacciones de 
procesamiento, tales como escisiones proteolíticas, a un grado diferente. 20 
 
La invención de los solicitantes también se refiere a un organismo no humano que comprende una célula huésped 
aislada según la invención. En una realización específica, el organismo no humano es un organismo procariota o un 
organismo eucariota. En otra realización específica, el organismo no humano es un organismo de invertebrado o un 
organismo de vertebrado. 25 
 
Preferiblemente, el organismo no humano se selecciona del grupo que consiste en una bacteria, un hongo, una 
levadura, un nematodo, un insecto, un pez, una planta, un pájaro, un animal y un mamífero. Más preferiblemente, el 
organismo no humano es una levadura, un nematodo, un insecto, una planta, un pez cebra, un pollo, un hámster, un 
ratón, una rata, un conejo, un gato, un perro, un bovino, una cabra, una vaca, un cerdo, un caballo, una oveja, un 30 
simio, un mono o un chimpancé. 
 
En una realización específica, el organismo no humano es una levadura seleccionada del grupo que consiste en 
Saccharomyces, Pichia y Candida. 
 35 
En otra realización específica, el organismo no humano es un nematodo Caenorhabdus elegans. 
 
En otra realización específica, el organismo no humano es una planta seleccionada del grupo que consiste en una 
manzana, Arabidopsis, mijo perla, banana, cebada, judías, remolacha, lenteja negra, garbanzo, chile, pepino, 
berenjena, habas, maíz, melón, mijo, judía mung, avena, quingombó, Panicum, papaya, cacahuete, guisante, 40 
pimiento, judía de la India, piña, Phaseolus, patata, calabaza, arroz, sorgo, soja, calabacín, caña de azúcar, 
remolacha azucarera, girasol, boniato, té, tomate, tabaco, sandía, y trigo. 
 
En otra realización específica, el organismo no humano es un ratón Mus musculus. 
 45 
Medición de la expresión/transcripción génica 
 
Una medición útil de los métodos de los solicitantes de la invención es la del estado transcripcional de la célula 
incluyendo las identidades y abundancias de ARN, preferentemente especies de ARNm. Tales mediciones se 
realizan convenientemente midiendo las abundancias de ADNc mediante cualquiera de varias tecnologías de 50 
expresión génica existentes. 
 
La tecnología de matriz de ácido nucleico es una técnica útil para determinar la expresión de ARNm diferencial. Tal 
tecnología incluye, por ejemplo, chips de oligonucleótidos y micromatrices de ADN. Estas técnicas se basan en 
fragmentos de ADN u oligonucleótidos que corresponden a diferentes genes o ADNc que se inmovilizan en un 55 
soporte sólido y se hibridan con sondas preparadas a partir de combinaciones de ARNm total extraídas de células, 
tejidos u organismos completos y se convierten en ADNc. Los chips de oligonucleótidos son matrices de 
oligonucleótidos sintetizados en un sustrato usando técnicas fotolitográficas. Se han producido chips que pueden 
analizar hasta 1700 genes. Las micromatrices de ADN son matrices de muestras de ADN, normalmente productos 
de PCR, que se imprimen de forma robótica en un portaobjetos de microscopio. Cada gen se analiza por una 60 
secuencia de ADN diana de longitud completa o parcial. Ahora se preparan comercialmente de manera rutinaria 
micromatrices con hasta 10.000 genes. La diferencia principal entre estas dos técnicas es que los chips de 
oligonucleótidos normalmente utilizan oligonucleótidos de 25 meros lo que permite el fraccionamiento de moléculas 
de ADN cortas mientras que las dianas de ADN mayores de micromatrices, de aproximadamente 1000 pares de 
bases, pueden proporcionar más sensibilidad en el fraccionamiento de mezclas de ADN complejas. 65 
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Otra medición útil de los métodos de los solicitantes es la de determinar el estado de traducción de la célula 
midiendo las abundancias de las especies de proteínas constituyentes presentes en la célula usando procedimientos 
bien conocidos en la técnica. 
 
Cuando se desea identificación de genes asociados con diversas funciones fisiológicas, puede emplearse un ensayo 5 
en el que se miden cambios en funciones tales como crecimiento celular, apoptosis, senescencia, diferenciación, 
adhesión, unión a moléculas específicas, unión a otra célula, organización celular, organogénesis, transporte 
intracelular, facilitación del transporte, conversión de energía, metabolismo, miogénesis, neurogénesis y/o 
hematopoyesis. 
 10 
Además, puede usarse la expresión de gen marcador o indicador seleccionable para medir la modulación de la 
expresión génica usando la invención de los solicitantes. 
 
Otros métodos para detectar los productos de expresión génica se conocen bien en la técnica e incluyen 
transferencias de tipo Southern (detección de ADN), transferencias puntuales o por ranuras (ADN, ARN), 15 
transferencias de tipo Northern (ARN), RT-PCR (ARN), inmunotransferencias de tipo Western (detección de 
polipéptidos) y análisis de ELISA (polipéptido). Aunque se prefieren menos, pueden usarse proteínas marcadas para 
detectar una secuencia de ácido nucleico particular con la cual se hibridan. 
 
En algunos casos es necesario amplificar la cantidad de una secuencia de ácido nucleico. Esto puede llevarse a 20 
cabo usando uno o más de varios métodos adecuados incluyendo, por ejemplo, reacción en cadena de la 
polimerasa (“PCR”), reacción en cadena de la ligasa (“LCR”), amplificación por desplazamiento de hebra (“SDA”), 
amplificación basada en transcripción y similares. La PCR se lleva a cabo según técnicas conocidas en las que, por 
ejemplo, se trata una muestra de ácido nucleico en presencia de una ADN polimerasa estable al calor, en 
condiciones de hibridación, con un par de cebadores de oligonucleótidos, hibridándose un cebador con una hebra 25 
(molde) de la secuencia específica que va a detectarse. Los cebadores son suficientemente complementarios a cada 
hebra de molde de la secuencia específica como para hibridarse con la misma. Se sintetiza un producto de 
extensión de cada cebador y es complementario a la hebra de molde de ácido nucleico con la que se hibrida. El 
producto de extensión sintetizado a partir de cada cebador también puede servir como un molde para la síntesis 
adicional de productos de extensión usando los mismos cebadores. Tras un número suficiente de ciclos de síntesis 30 
de productos de extensión, la muestra puede analizarse tal como se describió anteriormente para evaluar si la 
secuencia o secuencias que van a detectarse están presentes. 
 
Ensayos de examen de ligandos 
 35 
La presente descripción también se refiere a métodos para seleccionar un compuesto que induce o reprime la 
transactivación de un dominio de unión a ligando de receptor nuclear que comprende una mutación por sustitución 
en una célula poniendo en contacto un dominio de unión a ligando de receptor nuclear con una molécula candidata y 
detectando la actividad de gen indicador en presencia del ligando. Los compuestos candidatos pueden ser o bien 
agonistas o bien antagonistas del dominio de unión a ligando de receptor nuclear. En una realización preferida, el 40 
dominio de unión a ligando de receptor nuclear se expresa a partir de un polinucleótido en la célula y se mide la 
actividad de transactivación (es decir, expresión o represión de un gen indicador) o actividad de unión al compuesto. 
 
Por consiguiente, además del diseño racional de agonistas y antagonistas basándose en la estructura de un dominio 
de unión a ligando de receptor nuclear, la presente descripción contempla un método alternativo para identificar 45 
ligandos específicos de un dominio de unión a ligando del receptor nuclear usando diversos ensayos de selección 
conocidos en la técnica. 
 
Puede usarse cualquier técnica de selección conocida en la técnica para examinar agonistas o antagonistas del 
dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H. Por ejemplo, una línea celular adecuada que comprende 50 
un sistema de expresión génica basado en receptores nucleares según la descripción puede transfectarse con un 
casete de expresión génica que codifica para un gen marcador operativamente unido a un promotor inducible o 
reprimible. Entonces se exponen las células transfectadas a una disolución de prueba que comprende un compuesto 
agonista o antagonista candidato, y entonces se somete a ensayo para detectar la expresión o represión del gen 
marcador. La presencia de más expresión de gen marcador con respecto a células control no expuestas a la 55 
disolución de prueba es una indicación de la presencia de un compuesto agonista en la disolución de prueba. Por el 
contrario, la presencia de menos expresión de gen marcador con respecto a células de control no expuestas a la 
disolución de prueba es una indicación de la presencia de un compuesto antagonista en la disolución de prueba. 
 
La presente descripción contempla exámenes de ligandos de molécula pequeña o análogos de ligando y miméticos, 60 
así como exámenes de ligandos naturales que se unen a y agonizan o antagonizan un dominio de unión a ligando 
de receptor nuclear de grupo H según la descripción in vivo. Por ejemplo, pueden examinarse bibliotecas de 
productos naturales usando ensayos de la descripción para seleccionar moléculas que agonizan o antagonizan la 
actividad del sistema de expresión génica basado en receptores nucleares. 
 65 
La identificación y el examen de antagonistas se facilitan adicionalmente determinando las características 
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estructurales de la proteína, por ejemplo, usando cristalografía de rayos X, difracción de neutrones, espectrometría 
de resonancia magnética nuclear y otras técnicas para la determinación de estructura. Estas técnicas proporcionan 
el diseño racional o la identificación de agonistas y antagonistas. 
 
Otro enfoque usa bacteriófagos recombinantes para producir bibliotecas grandes. Usando el “método de fagos” 5 
[Scott y Smith, 1990, Science 249: 386-390 (1990); Cwirla, et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 87: 6378-6382 (1990); 
Devlin et al., Science. 249: 404-406 (1990)], pueden construirse bibliotecas muy grandes (106-108 entidades 
químicas). Un segundo enfoque usa principalmente métodos químicos, de los cuales son ejemplos el método de 
Geysen [Geysen et al., Molecular Immunology 23: 709-715 (1986); Geysen et al. J. Immunologic Method 102: 259-
274 (1987)] y el método de Fodor et al. [Science 251: 767-773 (1991)]. Furka et al. [14th International Congress of 10 
Biochemistry, volumen 5, resumen FR:013 (1988); Furka, Int. J. Peptide Protein Res. 37:487-493 (1991)], Houghton 
[patente de EE.UU. n.º 4.631.211, presentada en diciembre de 1986] y Rutter et al. [patente de EE.UU. n.º 
5.010.175, presentada el 23 de abril de 1991] describen métodos para producir una mezcla de péptidos que pueden 
someterse a prueba como agonistas o antagonistas. 
 15 
En otro aspecto, pueden usarse bibliotecas sintéticas [Needels et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 10700-4 (1993); 
Ohlmeyer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 10922-10926 (1993); Lam et al., publicación internacional de patente 
n.º WO 92/00252; Kocis et al., publicación internacional de patente n.º WO 9428028, y similares para seleccionar 
ligandos candidatos según la presente descripción. 
 20 
Puede realizarse la selección con células recombinantes que expresan un dominio de unión a ligando de receptor 
nuclear según la descripción, o alternativamente, usando proteína purificada, por ejemplo, producida de manera 
recombinante, tal como se describió anteriormente. Por ejemplo, pueden usarse dominios de unión a ligando de 
receptor nuclear solubles marcados para examinar bibliotecas, tal como se describe en las referencias anteriores. 
 25 
En una realización, un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H según la descripción puede 
marcarse directamente. En otra realización, puede usarse un reactivo secundario marcado para detectar la unión de 
un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de la descripción a una molécula de interés, por ejemplo, una 
molécula unida a un soporte de fase sólida. Puede detectarse la unión mediante la formación in situ de un cromóforo 
mediante un marcador enzimático. Las enzimas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, fosfatasa alcalina y 30 
peroxidasas del rábano. En una realización adicional, puede usarse un ensayo de dos colores, usando dos sustratos 
cromogénicos con dos marcadores enzimáticos en diferentes moléculas aceptoras de interés. Pueden identificarse 
ligandos de reacción cruzada y reacción sencilla con un ensayo de dos colores. 
 
Otros marcadores para su uso en la descripción incluyen perlas de látex coloreadas, perlas magnéticas, marcadores 35 
fluorescentes (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE), Texas red (TR), rodamina, sales de 
la serie de lantánidos libres o queladas, especialmente Eu3+, por citar algunos fluoróforos), moléculas 
quimioluminiscentes, radioisótopos o marcadores de formación de imágenes de resonancia magnética. Pueden 
realizarse ensayos de dos colores con dos o más perlas de látex coloreadas, o fluoróforos que emiten a diferentes 
longitudes de onda. Moléculas o células marcadas pueden detectarse visualmente o mediante medios 40 
mecánicos/ópticos. Los medios mecánicos/ópticos incluyen clasificación activada por fluorescencia, es decir, 
análogos a FACS, y medios de retirada de micromanipulador. 
 
La presente invención puede entenderse mejor con referencia a los siguientes ejemplos no limitativos, que se 
proporcionan a modo de ejemplo de la invención. 45 
 
Ejemplos 
 
Los solicitantes han desarrollado un modelo de homología de CfEcR y han usado este modelo de homología junto 
con un modelo de homología de receptor de ecdisona de Chironomous tetans (“CtEcR”) publicado (Wurtz et al., 50 
2000) para identificar residuos críticos implicados en la unión a esteroides y compuestos no esteroideos. Se ha 
mostrado que los compuestos no esteroideos sintéticos, diacilhidrazinas, se unen a EcR de lepidópteros con alta 
afinidad e inducen muda incompleta precoz en estos insectos (Wing et al., 1988) y varios de estos compuestos se 
comercializan actualmente como insecticidas. La cavidad de unión a ligando de EcR ha evolucionado para 
adaptarse a las estructuras de esqueleto largas de ecdiesteroides tales como 20E. Las diacilhidrazinas tienen una 55 
estructura compacta en comparación con esteroides y sólo ocupan la parte inferior de la bolsa de unión a EcR. Esto 
deja pocos residuos críticos en la parte superior de la bolsa de unión que entra en contacto con esteroides pero no 
con compuestos no esteroideos tales como diacilhidrazinas. Los solicitantes realizaron mutaciones por sustitución de 
los residuos que entran en contacto con esteroides y/o compuestos no esteroideos y determinaron el efecto de la 
mutación sobre la unión a ligando. Los solicitantes describen en el presente documento mutaciones por sustitución 60 
en varios de estos residuos y han identificado varias clases de receptores mutantes por sustitución basándose en 
sus características de unión y transactivación. Los polinucleótidos y polipéptidos de receptor nuclear mutado por 
sustitución novedosos de los solicitantes son útiles en un sistema de modulación génica inducible basado en 
receptores nucleares para diversas aplicaciones incluyendo terapia génica, expresión de proteínas de interés en 
células huésped, producción de organismos transgénicos y ensayos basados en células. 65 
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MÉTODOS GENERALES 
 
Se conocen bien en la técnica técnicas de clonación molecular y ADN recombinante convencionales usadas en el 
presente documento 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. 5 
Bennan, y L. W. Enquist, Experiments with Gen 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. and Wiley-
Interscience (1987). 
 
Se conocen bien en la técnica materiales y métodos adecuados para el mantenimiento y crecimiento de cultivos 10 
bacterianos. Pueden encontrarse técnicas adecuadas para su uso en los siguientes ejemplos tal como se expone 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 and G. Briggs Phillips, eds), American Society for Microbiology, Washington, 
DC. (1994)) o en Thomas D. Brock in Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology, segunda edición, Sinauer 
Associates, Inc., Sunderland, MA (1989). Todos los reactivos, enzimas de restricción y materiales usados para el 15 
crecimiento y mantenimiento de células huésped se obtuvieron de Aldrich Chemicals (Milwaukee, WI), DIFCO 
Laboratories (Detroit, MI), GIBCO/BRL (Gaithersburg, MD), o Sigma Chemical Company (St. Louis, MO) a menos 
que se especifique lo contrario. 
 
Pueden realizarse manipulaciones de secuencias genéticas usando la serie de programas disponible de Genetics 20 
Computer Group Inc. (Wisconsin Package versión 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI). Cuando se 
usa el programa de GCG “Pileup” pueden usarse el valor por defecto de creación de hueco de 12, y el valor por 
defecto de extensión de hueco de 4. Cuando se usa el programa de CGC “Gap” o “Bestfit” pueden usarse la 
penalización de creación de hueco por defecto de 50 y la penalización de extensión de hueco por defecto de 3. En 
cualquier caso, cuando no se piden parámetros del programa de GCG, en estos o cualquier otro programa de GCG, 25 
pueden usarse valores por defecto. 
 
El significado de abreviaturas es tal como sigue: “h” significa hora(s), “min.” significa minuto(s), “s” significa 
segundo(s), “d” significa día(s), “l” significa microlitro(s), “ml” significa mililitro(s), “l” significa litro(s), “M” significa 
micromolar, “mM” significa milimolar, “g” significa microgramo(s), “mg” significa miligramo(s), “A” significa adenina o 30 
adenosina, “T” significa timina o timidina, “G” significa guanina o guanosina, “C” significa citidina o citosina, “xg” 
significa veces de gravedad, “nt” significa nucleótido(s), “aa” significa aminoácido(s), “pb” significa par(es) de bases, 
“kb” significa kilobase(s), “k” significa kilo, “” significa micro, y “ºC” significa grados Celsius. 
 
EJEMPLO 1 35 
 
Este ejemplo describe la construcción de varios casetes de expresión génica que comprenden polinucleótidos y 
polipéptidos de receptor nuclear de grupo H mutado por sustitución novedosos de la invención para su uso en un 
sistema de expresión génica inducible basado en receptores nucleares. Los solicitantes construyeron varios casetes 
de expresión génica basados en el EcR de tortrix de las yemas de la picea Choristoneura fumiferana (“CfEcR”), EcR 40 
de mosca de la fruta Drosophila melanogaster (“DmEcR”), EcR de garrapata solitaria Amblyomma americanum 
(“AmaEcR”), proteína ultraespiráculo de langosta Locusta migratoria (“LmUSP”), un homólogo de RXR de 
invertebrado de RXR de vertebrado, y USP de C. fumiferana (“CfUSP”). Los constructos receptores preparados 
comprenden un dominio de unión a ligando de un EcR, una USP de invertebrado o un RXR de invertebrado; y un 
dominio de unión a ADN (DBD) de GAL4 o un dominio de transactivación (AD) de VP16. Los constructos indicadores 45 
incluyen un gen indicador, luciferasa o LacZ (-galactosidasa), operativamente unido a un constructo promotor 
sintético que comprende un elemento de respuesta a GAL4 al cual se une el DBD de Gal4. Se cotransfectaron 
diversas combinaciones de estos constructos receptor e indicador en células de mamífero tal como se describe en 
los ejemplos 2-10 a continuación. 
 50 
Casetes de expresión génica: Se construyeron los casetes de expresión génica (interruptores) basados en receptor 
de ecdisona tal como sigue, usando métodos de clonación convencionales disponibles en la técnica. Lo siguiente es 
una breve descripción de la preparación y la composición de cada interruptor usado en los ejemplos descritos en el 
presente documento. 
 55 
1.1 - GAL4CfEcR-DEF/VP16LmUSP-EF: Se fusionaron los dominios de D, E y F de tipo natural de EcR de tortrix de 
las yemas de la picea Choristoneura fumiferana (“CfEcR-DEF”; SEQ ID NO: 21) con un dominio de unión a ADN de 
GAL4 (“Gal4DNABD” o “Gal4DBD”; SEQ ID NO: 6) y se colocaron bajo el control de un promotor de SV40e (SEQ ID 
NO: 22). Se fusionaron los dominios E y F de la proteína ultraespiráculo de langosta Locusta migratoria (“LmUSP-
EF”; SEQ ID NO: 23) con el dominio de transactivación de VP16 (“VP16AD”; SEQ ID NO: 12) y se colocaron bajo el 60 
control de un promotor de SV40e (SEQ ID NO: 22). Se fusionaron cinco sitios de unión a elemento de respuesta a 
GAL4 consenso (“5XGAL4RE”; que comprende 5 copias de un GAL4RE que comprende SEQ ID NO: 19) con un 
promotor mínimo de E1b sintético (SEQ ID NO: 24) y se colocaron en el sentido de 5’ del gen de la luciferasa (SEQ 
ID NO: 25). 

ES 2 422 303 T3

 



47 

 
1.2-GAL4/CfEcR-DEF mutante/VP16LmUSP-EF: Se preparó este constructo de la misma manera que en el 
interruptor 1.1 anterior excepto porque se reemplazó CfEcR-DEF de tipo natural por CfEcR-DEF mutante que 
comprende un dominio de unión a ligando que comprende una mutación por sustitución seleccionada de la tabla 1 a 
continuación. 
 5 
Tabla 1. Mutantes por sustitución de dominio de unión a ligando (LBD) de receptor de ecdisona de Choristoneura 
fumiferana (“CfEcR”). 

Mutación de LBD 
de CfEcR-DEF 

Sustitución de aminoácido “de tipo
natural a mutante” resultante 

Aminoácido correspondiente en CfEcR
de longitud completa (SEQ ID NO: 26) 

E20A De ácido glutámico (E) a alanina (A) 303 

Q21 A De glutamina (Q) a alanina (A) 304 

F48A De fenilalanina (F) a alanina (A) 331 

I51A De isoleucina (I) a alanina (A) 334 

T52A De treonina (T) a alanina (A) 335 

T52L De treonina (T) a leucina (L) 335 

T52V De treonina (T) a valina (V) 335 

T521 De treonina (T) a isoleucina (I) 335 

T55A De treonina (T) a alanina (A) 338 

T58A De treonina (T) a alanina (A) 341 

V59A De valina (V) a alanina (A) 342 

L61A De leucina (L) a alanina (A) 344 

I62A De isoleucina (I) a alanina (A) 345 

M92A De metionina (M) a alanina (A) 375 

M93A De metionina (M) a alanina (A) 376 

R95A De arginina (R) a alanina (A) 378 

V96A De valina (V) a alanina (A) 379 

V96T De valina (V) a treonina (T) 379 

V96D De valina (V) a ácido aspártico (D) 379 

V96M De valina (V) a metionina (M) 379 

V107I De valina (V) a isoleucina 390 

F109A De fenilalanina (F) a alanina (A) 392 

A110P De alanina (A) a prolina (P) 393 

A110S De alanina (A) a serina (S) 393 

A110L De alanina (A) a leucina (L) 393 

A110M De alanina (A) a metionina (M) 393 

Y120A De tirosina (Y) a alanina (A) 403 

A123F De alanina (A) a fenilalanina (F) 406 

M125A De metionina (M) a alanina (A) 408 

R175E De arginina (R) a glutamina (E) 458 

M218A De metionina (M) a alanina (A) 501 

C219A De cisteína (C) a alanina (A) 502 

L223A De leucina (L) a alanina (A) 506 

L230A De leucina (L) a alanina (A) 513 
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L234A De leucina (L) a alanina (A) 517 

W238A De triptófano (W) a alanina (A) 521 

Mutante doble 
R95A y A110P  

De arginina (R) a alanina (A) y de alanina (A) a 
prolina (P), respectivamente 

378 y 393, respectivamente 

Mutante doble 
V107I y R175E 

De valina (V) a isoleucina (I) y de arginina (R) a 
glutamina (E), respectivamente 

390 y 458, respectivamente 

Mutante doble 
V107E e Y127E 

De valina (V) a isoleucina (I) y de tirosina (Y) a 
glutamina (E), respectivamente 

390 y 410, respectivamente 

Mutante doble 
Y127E y R175E 

De tirosina (Y) a glutamina (E) y de arginina (R) a 
glutamina (E), respectivamente 

410 y 458, respectivamente 

Mutante doble 
M218A y C219A 

De metionina (M) a alanina (A) y de cisteína (C) a 
alanina (A), respectivamente 

501 y 502, respectivamente 

Mutante triple 
T52V, V107I y 

R175E 

De treonina (T) a valina (V), de valina (V) a 
isoleucina (I) y de arginina (R) a glutamina (E), 

respectivamente 
335, 390 y 458, respectivamente 

Mutante triple 
T52A, V107I y 

R175E 

De treonina (T) a alanina (A), de valina (V) a 
isoleucina (I) y de arginina (R) a glutamina (E), 

respectivamente 
335, 390 y 458, respectivamente 

Mutante triple 
V96A, V107I y 

R175E 

De valina (V) a alanina (A), de valina (V) a 
isoleucina (I) y de arginina (R) a glutamina (E), 

respectivamente 
379, 390 y 458, respectivamente 

Mutante triple 
V96T, V107I y 

R175E 

De valina (V) a treonina (T), de valina (V) a 
isoleucina (I) y de arginina (R) a glutamina (E), 

respectivamente 
379, 390 y 458, respectivamente 

Mutante triple 
V107I, Y127E y 

R175E 

De valina (V) a isoleucina (I), de tirosina (Y) a 
glutamina (E) y de arginina (R) a glutamina (E), 

respectivamente 
390, 410 y 458, respectivamente 

Mutante triple 
V107I, A110P y 

R175E 

De valina (V) a isoleucina (I), de alanina (A) a 
prolina (P) y de arginina (R) a glutamina (E), 

respectivamente 
390, 393, y 458, respectivamente 

 
1.3 - GAL4CfEcR-A/BCDEF/VP16LmUSP-EF: Se fusionó el EcR de tortrix de las yemas de la picea Choristoneura 
fumiferana de longitud completa (“CfEcRABCDEF”; SEQ ID NO: 27) con un dominio de unión a ADN de GAL4 
(“Gal4DNABD” o “Gal4DBD”; SEQ ID NO: 6) y se colocó bajo el control de un promotor de SV40e (SEQ ID NO: 22). 
Se fusionaron los dominios E y F de ultraespiráculo de Locusta migratoria (“LmUSP-EF”; SEQ ID NO: 23) con el 5 
dominio de transactivación de VP16 (“VP16AD”; SEQ ID NO: 12) y se colocaron bajo el control de un promotor de 
SV40e (SEQ ID NO: 22). Se fusionaron cinco sitios de unión a elemento de respuesta a GAL4 consenso 
(“5XGAL4RE”; que comprenden 5 copias de un RE a GAL4 que comprende SEQ ID NO: 19) con un promotor 
mínimo de E1b sintético (SEQ ID NO: 24) y se colocaron en el sentido de 5’ del gen de la luciferasa (SEQ ID NO: 
25). 10 
 
1.4 - GAL4/CfEcR-ABCDEF mutante A110P/VP16LmUSP-EF: Se preparó este constructo de la misma manera que 
en el interruptor 1.3 anterior excepto porque se reemplazó CfEcR-A/BCDEF de tipo natural por CfEcR-A/BCDEF 
mutante que comprende un dominio de unión a ligando que comprende una mutación por sustitución de A110P tal 
como se describió en la tabla 1 anteriormente. 15 
 
1.5 - VP16/CfEcR-CDEF: Se preparó este constructo de la misma manera que el interruptor 1.1 excepto porque se 
reemplazó el dominio de unión a ADN de GAL4 por el dominio de transactivación de VP16 (“VP16AD”; SEQ ID NO: 
12) y se colocó bajo el control de un promotor IE1 de baculovirus (SEQ ID NO: 28). Se fusionaron seis sitios de 
unión a elemento de respuesta a ecdisona consenso (“6XEcRE”; que comprende 6 copias de un RE a ecdisona que 20 
comprende SEQ ID NO: 18) con un promotor mínimo de E1b sintético (SEQ ID NO: 24) y se colocaron en el sentido 
de 5’ del gen de la -galactosidasa (SEQ ID NO: 29). Este constructo usa proteína ultraespiráculo endógena como 
componente de heterodimerización. 
 
1.6 - VP16/CfEcR-CDEF mutante A110P: Se preparó este constructo de la misma manera que en el interruptor 1.5 25 
anterior excepto porque se reemplazó CfEcR-CDEF de tipo natural por CfEcR-CDEF mutante que comprende un 
dominio de unión a ligando que comprende una mutación por sustitución de A110P tal como se describió en la tabla 
1 anteriormente. 
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1.7 - CfUSP-A/BCDEF expresado por bacterias: Se preparó este constructo con los dominios A/BCDEF de USP de 
tortrix de las yemas de la picea de C. fumiferana (“CfUSP-A/BCDEF”; SEQ ID NO: 30). 
 
1.8 - GAL4/DmEcR-CDEF/VP16LmUSP-EF: Se fusionaron los dominios C, D, E y F de tipo natural de EcR de la 5 
mosca de la fruta Drosophila melanogaster (“DmEcR-CDEF”; SEQ ID NO: 31) con un dominio de unión a ADN de 
GAL4 (“Gal4DNABD” o “Gal4DBD”; SEQ ID NO: 6) y se colocaron bajo el control de un promotor de SV40e (SEQ ID 
NO: 22). Se fusionaron los dominios de E y F de la proteína ultraespiráculo de langosta Locusta migratoria (“LmUSP-
EF”; SEQ ID NO: 23) con el dominio de transactivación de VP16 (“VP16AD”; SEQ ID NO: 12) y se colocaron bajo el 
control de un promotor de SV40e (SEQ ID NO: 22). Se fusionaron cinco sitios de unión a elemento de respuesta a 10 
GAL4 consenso (“5XGAL4RE”; que comprende 5 copias de un GAL4RE que comprende SEQ ID NO: 19) con un 
promotor mínimo de E1b sintético (SEQ ID NO: 24) y se colocaron en el sentido de 5’ del gen de la luciferasa (SEQ 
ID NO: 25). 
 
1.9 - GAL4/DmEcR-CDEF mutante/VP16LmUSP-EF: Se preparó este constructo de la misma manera que en el 15 
interruptor 1.8 anterior excepto porque se reemplazó DmEcR-CDEF de tipo natural por DmEcR-CDEF mutante que 
comprende un dominio de unión a ligando que comprende una mutación por sustitución seleccionada de la tabla 2 a 
continuación. 
 
Tabla 2. Mutantes por sustitución de dominio de unión a ligando (LBD) de receptor de ecdisona de Drosophila 20 
melanogaster (“DmEcR”). 

Mutación de LBD 
de DmEcR-CDEF 

Sustitución de aminoácido “de tipo
natural a mutante” resultante 

Aminoácido correspondiente en DmEcR
de longitud completa (SEQ ID NO: 32) 

A107P De alanina (A) a prolina (P) 522 

G121R De glicina (G) a arginina (R) 536 

G121L De glicina (G) a leucina (L) 536 

N213A De asparagina (N) a alanina (A) 628 

C217A De cisteína (C) a alanina (A) 632 

C217S De cisteína (C) a serina (S) 632 

 
1.10 - VP16/DmEcR-CDEF: Se preparó este constructo de la misma manera que el interruptor 1.8 excepto porque 
se reemplazó el dominio de unión a ADN de GAL4 por el dominio de transactivación de VP16 (“VP16AD”; SEQ ID 
NO: 12) y se colocó bajo el control de un promotor IE1 de baculovirus (SEQ ID NO: 28). Se fusionaron seis sitios de 25 
unión a elemento de respuesta a ecdisona consenso (“6XEcRE”; que comprende 6 copias de un RE a ecdisona que 
comprende SEQ ID NO: 18) en un promotor mínimo de E1b sintético (SEQ ID NO: 24) y se colocaron en el sentido 
de 5’ del gen de la -galactosidasa (SEQ ID NO: 29). Este constructo usa proteína ultraespiráculo endógena como 
componente de heterodimerización. 
 30 
1.11 - VP16/DmEcR-CDEF mutante: Se preparó este constructo de la misma manera que en el interruptor 1.10 
anterior excepto porque se reemplazó DmEcR-CDEF de tipo natural por DmEcR-CDEF mutante que comprende un 
dominio de unión a ligando que comprende una mutación por sustitución seleccionada de la tabla 2 anteriormente. 
 
1.12 - GAL4/AmaEcR-DEFNP16LmUSP-EF: Se fusionaron los dominios D, E y F de tipo natural de EcR de 35 
garrapata solitaria Amblyomma americanum (“AmaEcR-DEF”; SEQ ID NO: 33) con un dominio de unión a ADN de 
GAL4 (“Gal4DNABD” o “Gal4DBD”; SEQ ID NO: 6) y se colocaron bajo el control de un promotor de SV40e (SEQ ID 
NO: 22). Se fusionaron los dominios de E y F de la proteína ultraespiráculo de langosta Locusta migratoria (“LmUSP-
EF”; SEQ ID NO: 23) con el dominio de transactivación de VP16 (“VP16AD”; SEQ ID NO: 12) y se colocaron bajo el 
control de un promotor de SV40e (SEQ ID NO: 22). Se fusionaron cinco sitios de unión a elemento de respuesta a 40 
GAL4 consenso (“5XGAL4RE”; que comprende 5 copias de un GAL4RE que comprende SEQ ID NO: 19) con un 
promotor mínimo de E1b sintético (SEQ ID NO: 24) y se colocaron en el sentido de 5’ del gen de la luciferasa (SEQ 
ID NO: 25). 
 
1.13 - GAL4/AmaEcR-DEF mutante/VPI6LmUSP-EF: Se preparó este constructo de la misma manera que en el 45 
interruptor 1.12 anterior excepto porque se reemplazó AmaEcR-DEF de tipo natural por AmaEcR-DEF mutante que 
comprende un dominio de unión a ligando que comprende una mutación por sustitución seleccionada de la tabla 3 a 
continuación. 
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Tabla 3. Mutantes por sustitución de dominio de unión a ligando (LBD) de receptor de ecdisona de Amblyomma 
americanum (“AmaEcR”). 

Mutación de LBD 
de AmaEcR-DEF  

Sustitución de aminoácido “de tipo
natural a mutante” resultante 

Aminoácido correspondiente en AmaEcR
de longitud completa (SEQ ID NO: 34) 

G91A De glicina (G) a alanina (A) 417 

A105P De alanina (A) a prolina (P) 431 

 
Construcción de dominios de unión a ligando de receptor de ecdisona que comprenden una mutación por 
sustitución: 5 
 
En un intento de modificar la unión a ligando de EcR, se mutaron residuos dentro de los dominios de unión a ligando 
de EcR que se predijo que eran importantes para la unión a ligando basándose en un análisis de modelización 
molecular en EcR de tres clases diferentes de organismos. Las tablas 1-3 indican los residuos de aminoácido dentro 
del dominio de unión a ligando de CfEcR (EcR de lepidóptero), DmEcR (EcR de dípteros) y AmaEcR (EcR de 10 
artrópodos), respectivamente que se mutaron y se examinaron para determinar la modificación de la unión a 
esteroides y compuestos no esteroideos. 
 
Se construyó cada una de las mutaciones por sustitución de aminoácido indicadas en las tablas 1-3 en un ADNc de 
EcR mediante mutagénesis dirigida a sitio mediada por PCR a alanina (o a prolina o fenilalanina en el caso de un 15 
residuo de alanina de tipo natural, por ejemplo residuos A110 y A123 de CfEcR, respectivamente). Se mutaron los 
aminoácidos T52, V96 y A110 de CfEcR a cuatro aminoácidos diferentes. También se prepararon cinco CfEcR 
mutantes puntuales dobles diferentes: uno que comprendía las sustituciones tanto R95A como A110P (R95A + 
A110P, “DM”), un segundo que comprendía las sustituciones tanto M218A como C219A (M218A + C219A), un 
tercero que comprendía las sustituciones tanto V107I como R175E (V107I + R175E), un cuarto que comprendía las 20 
sustituciones Y127E y R175E (Y127E + R175E), y un quinto que comprendía las sustituciones V107I e Y127E 
(V107I + Y127E). También se prepararon seis CfEcR mutantes puntuales triples diferentes: uno que comprendía las 
sustituciones tanto V107I como R175E y una sustitución Y127E (V107I + Y127E + R175E), un segundo que 
comprendía una sustitución T52V y las sustituciones V107I y R175E (T52V + V107I + R175E), un tercero que 
comprendía las sustituciones V96A, V107I y R175E (V96A + V107I + R175E), un cuarto que comprendía las 25 
sustituciones T52A, V107I y R175E (T52A + V107I + R175E), un quinto que comprendía una sustitución V96T y las 
sustituciones V107I y R175E (V96T + V107I + R175E), y un sexto que comprendía las sustituciones A110P, V107I y 
R175E. 
 
Se realizó mutagénesis dirigida a sitio por PCR usando el kit de mutagénesis dirigida a sitio de Quikchange 30 
(Stratagene, La Jolla, CA) usando las siguientes condiciones de reacción y parámetros de ciclación. Se realizó 
mutagénesis dirigida a sitio por PCR usando tampón de reacción 1x (suministrado por el fabricante), 50 ng de molde 
de ADNbc, 125 ng de cebador directo (FP), 125 ng de cebador complementario inverso (RCP), y 1 l de mezcla de 
dNTP (suministrada por el fabricante) en un volumen de reacción final de 50 l. En las tablas 4-6 se presentan el 
cebador directo y el cebador complementario inverso usados para producir cada mutante de EcR. Los parámetros 35 
de ciclación usados consistieron en un ciclo de desnaturalización a 95ºC durante 30 segundos, seguido por 16 ciclos 
de desnaturalización a 95ºC durante 30 segundos, apareamiento a 55ºC durante 1 minuto, y extensión a 68ºC 
durante 22 minutos. 
 
Tabla 4: Cebadores de PCR para la construcción de dominio de unión a ligando de CfEcR mutante por sustitución 40 

MUTANTE CEBADOR (SEQ ID NO:) SECUENCIA DE NUCLEÓTIDOS DE CEBADOR (DE 5’ A 3’)

E20A FP (SEQ ID NO: 35) gtaccaggacgggtacgcgcagccttctgatgaagatttg 

E20A RCP (SEQ ID NO: 36) caaatcttcatcagaaggctgcgcgtacccgtcctggtac 

Q21A FP (SEQ ID NO: 37) ccaggacgggtacgaggcgccttctgatgaagatttg 

Q21A RCP (SEQ ID NO: 38) caaatcttcatcagaaggcgcctcgtacccgtcctgg 

F48A FP (SEQ ID NO: 39) gagtctgacactcccgcccgccagatcacag 

F48A RCP (SEQ ID NO: 40) ctgtgatctggcgggcgggagtgtcagactc 

I51A FP (SEQ ID NO: 41) cactcccttccgccaggccacagagatgac 

I51A RCP (SEQ ID NO: 42) gtcatctctgtggcctggcggaagggagtg 

T52A FP (SEQ ID NO: 43) cactcccttccgccagatcgcagagatgac 

T52A RCP (SEQ ID NO: 44) gtcatctctgcgatctggcggaagggagtg 

T55A FP (SEQ ID NO: 45) cgccagatcacagagatggctatcctcacggtcc 
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T55A RCP (SEQ ID NO: 46) ggaccgtgaggatagccatctctgtgatctggcg 

T58A FP (SEQ ID NO: 47) gagatgactatcctcgcggtccaacttatcgtg 

T58A RCP (SEQ ID NO: 48) cacgataagttggaccgcgaggatagtcatctc 

V59A FP (SEQ ID NO: 49) gatgactatcctcacggcccaacttatcgtgg 

V59A RCP (SEQ ID NO: 50) ccacgataagttgggccgtgaggatagtcatc 

L61A FP (SEQ ID NO: 51) ctatcctcacggtccaagctatcgtggagttcgcg 

L61A RCP (SEQ ID NO: 52) cgcgaactccacgatagcttggaccgtgaggatag 

I62A FP (SEQ ID NO: 53) ctatcctcacggtccaacttgccgtggagttcgcg 

I62A RCP (SEQ ID NO: 54) cgcgaactccacggcaagttggaccgtgaggatag 

M92A FP (SEQ ID NO: 55) gctcaagtgaggtagcgatgctccgagtcgc 

M92A RCP (SEQ ID NO: 56) gcgactcggagcatcgctacctcacttgagc 

M93A FP (SEQ ID NO: 57) gctcaagtgaggtaatggcgctccgagtcgc 

M93A RCP (SEQ ID NO: 58) gcgactcggagcgccattacctcacttgagc 

V96A FP (SEQ ID NO: 59) gtaatgatgctccgagccgcgcgacgatac 

V96A RCP (SEQ ID NO: 60) gtatcgtcgcgcggctcggagcatcattac 

R95A FP (SEQ ID NO: 61) gtgaggtaatgatgctcgcagtcgcgcgacgatacg 

R95A RCP (SEQ ID NO: 62) cgtatcgtcgcgcgactgcgagcatcattacctcac 

F108A FP (SEQ ID NO: 63) cagacagtgttctggccgcgaacaaccaagcg 

F108A RCP (SEQ ID NO: 64) cgcttggttgttcgcggccagaacactgtctg 

F109A FP (SEQ ID NO: 65) tcagacagtgttctggccgcgaacaaccaagcg 

F109A RCP (SEQ ID NO: 66) cgcttggttgttcgcggccagaacactgtctga 

A110P FP (SEQ ID NO: 67) cagacagtgttctgttcccgaacaaccaagcg 

A110P RCP (SEQ ID NO: 68) cgcttggttgttcgggaacagaacactgtctg 

Y120A FP (SEQ ID NO: 69) cactcgcgacaacgcccgcaaggctggcatg 

Y120A RCP (SEQ ID NO: 70) catgccagccttgcgggcgttgtcgcgagtg 

A123F FP (SEQ ID NO: 71) cgacaactaccgcaagtttggcatggcctacgtc 

A123F RCP (SEQ ID NO: 72) gacgtaggccatgccaaacttgcggtagttgtcg 

M125A FP (SEQ ID NO: 73) ctaccgcaaggctggcgcggcctacgtcatc 

M125A RCP (SEQ ID NO: 74) gatgacgtaggccgcgccagccttgcggtag 

L230A FP (SEQ ID NO: 75) gctcaagaacagaaaggcgccgcctttcctcg 

L230A RCP (SEQ ID NO: 76) cgaggaaaggcggcgcctttctgttcttgagc 

L223A FP (SEQ ID NO: 77) ctccaacatgtgcatctccgccaagctcaagaacag 

L223A RCP (SEQ ID NO: 78) ctgttcttgagcttggcggagatgcacatgttggag 

L234A FP (SEQ ID NO: 79) gaaagctgccgcctttcgccgaggagatctg 

L234A RCP (SEQ ID NO: 80) cagatctcctcggcgaaaggcggcagctttc 

W238A FP (SEQ ID NO: 81) ctttcctcgaggagatcgcggatgtggcagg 

W238A RCP (SEQ ID NO: 82) cctgccacatccgcgatctcctcgaggaaag 

A110n FP (SEQ ID NO: 83) ALEATORIO cagacagtgttctgttgncgaacaaccaagcg 

A110n RCP (SEQ ID NO: 84) ALEATORIO cgcttggttgttcgncaacagaacactgtctg 

A110n 2 FP (SEQ ID NO: 85) ALEATORIO cagacagtgttctgttgnngaacaaccaagcg 

A110n 2 RCP (SEQ ID NO: 86) ALEATORIO cgcttggttgttcnncaacagaacactgtctg 
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T52n FP (SEQ ID NO: 87) ALEATORIO cactcccttccgccagatcnnngagatgactatcctcacg 

T52n RCP (SEQ ID NO: 88) ALEATORIO cgtgaggatagtcatctcnnngatctggcggaagggagt 

V96n FP (SEQ ID NO: 89) ALEATORIO gtaatgatgctccgannngcgcgacgatacgatgcggc 

V96n RCP (SEQ ID NO: 90) ALEATORIO gccgcatcgtatcgtcgcgcnnntcggagcatcattac 

V107I FP (SEQ ID NO: 107) gcggcctcagacagtattctgttcgcgaac 

R175E FP (SEQ ID NO: 108) ggtggaagaaatccaggagtactacctgaatacgctcc 

Y127E FP (SEQ ID NO: 109) caaggctggcatggccgaggtcatcgagg 

T52V FP (SEQ ID NO: 110) cccttccgccagatcgtagagatgactatcctcac 

V96T FP (SEQ ID NO: 111) ggtaatgatgctcegaaccgcgcgacgatacg 

 
Tabla 5: Cebadores de PCR para la construcción de dominio de unión a ligando de DmEcR mutante por sustitución 

MUTANTE CEBADOR (SEQ ID NO:) SECUENCIA DE NUCLEÓTIDOS DE CEBADOR (DE 5’ A 3’)

A107P FP (SEQ ID NO: 91) tcggactcaatattcttcccgaataatagatcatatac 

A107P RCP (SEQ ID NO: 92) gtatatgatctattattcgggaagaatattgagtccga 

G121R FP (SEQ ID NO: 93) tcttacaaaatggcccgaatggctgataacattg 

G121R RCP (SEQ ID NO: 94) caatgttatcagccattcgggccattttgtaaga 

G121L FP (SEQ ID NO: 95) tcttacaaaatggccctaatggctgataacattg 

G121L RCP (SEQ ID NO: 96) caatgttatcagccattagggccattttgtaaga 

N213A FP (SEQ ID NO: 97) acgctgggcaaccaggccgccgagatgtgtttc 

N213A RCP (SEQ ID NO: 98) gaaacacatctcggcggcctggttgcccagcgt 

C217A FP (SEQ ID NO: 99) cagaacgccgagatggctttctcactaaagctc 

C217A RCP (SEQ ID NO: 100) gagctttagtgagaaagccatctcggcgttctg 

C217S FP (SEQ ID NO: 101) cagaacgccgagatgtctttctcactaaagctc 

C217S RCP (SEQ ID NO: 102) gagctttagtgagaaagacatctcggcgttctg 

 
Tabla 6: Cebadores de PCR para la construcción de dominio de unión a ligando de AmaEcR mutante por sustitución 

MUTANTE CEBADOR (SEQ ID NO:) SECUENCIA DE NUCLEÓTIDOS DE CEBADOR (DE 5’ A 3’)

G91A FP (SEQ ID NO: 103) gtgatgatgctgagagctgcccggaaatatgatg 

G91A RCP (SEQ ID NO: 104) catcatatttccgggcagctctcagcatcatcac 

A105P FP (SEQ ID NO: 105) acagattctatagtgtttcccaataaccagccgtacac 

A105P RCP (SEQ ID NO: 106) gtgtacggctggttattgggaaacactatagaatctgt 

 5 
Entonces se fusionaron cada uno de los productos de ácido nucleico de PCR resultantes que codificaban para los 
dominios de unión a ligando de EcR mutante con un dominio de unión a ADN de GAL4 tal como se describió en los 
ejemplos 1.2, 1.4, 1.9 y 1.13 anteriores. Se sometieron a prueba los constructos receptores de GAL 4/EcR mutante 
para determinar la actividad transfectándolos en células NIH3T3 junto con CP16/LmUSP-EF y pFRLuc en presencia 
de ligando esteroideo o no esteroideo. 10 
 
También se fusionaron cada uno de los ácidos nucleicos resultantes que codificaban para los dominios de unión a 
ligando de EcR mutante con un dominio de transactivación de VP16 tal como se describió en los ejemplos 1.6 y 1.11 
anteriores. Se sometieron a prueba los constructos receptores de VP16/CfEcR-DEF mutante y VP 16/DmEcR-CDEF 
mutante para determinar la actividad transfectándolos en células de insecto L57 junto con un 6XEcRE/gen indicador 15 
de la -galactosidasa en presencia de 20-hidroxiecdisona (20E). 
 
Ligandos: Se adquirieron los ligandos esteroideos muristerona A, ponasterona A, -ecdisona y 20-hidroxiecdisona 
de Sigma Chemical Company e Invitrogen. Los ligandos no esteroideos: N-(2-etil-3-metoxibenzoil)-N’-(3,5-
dimetilbenzoil)-N’-terc-butilhidrazina (ligando no esteroideo GS™-E); N’-terc-butil-N’-(3,5-dimetilbenzoil)-3-metoxi-2-20 
metilbenzohidrazida (RH-2485); N-terc-butil-N’-(4-etilbenzoil)-3,5-dimetilbenzohidrazida (RH-5992) y N’-terc-butil-N’-
(3,5-dimetilbenzoil)-3,4-(1,2-etilendioxi)-2-metilbenzohidrazida (RH-125020) son ligandos ecdiesteroideos estables 
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sintéticos sintetizados en Rohm and Haas Company. Se disolvieron todos los ligandos en DMSO y se mantuvo la 
concentración final de DMSO al 0,1% tanto en los controles como en los tratamientos. Se adquirieron 3H-PonA y 3H-
-ecdisona de New England Nuclear. Se sintetizó 3H-RH2485 en Rohm and Haas Company. 
 
Transfecciones: Se transfectaron ADN correspondientes a los diversos constructos de interruptor expuestos en el 5 
ejemplo 1, específicamente los interruptores 1.1-1.13, en células NIH3T3 (ATCC) de ratón o células L57 (Dr. Peter 
Cherbas; Indiana University) tal como sigue. Se siguieron métodos convencionales para el cultivo y mantenimiento 
de las células. Se recogieron las células cuando alcanzaron el 50% de confluencia y se sembraron en placas de 6, 
12 ó 24 pocillos a 125.000, 50.000 ó 25.000 células, respectivamente, en 2,5, 1,0 ó 0,5 ml de medio de crecimiento 
que contenía suero bovino fetal al 10% (FBS), respectivamente. El día siguiente, se aclararon las células con medio 10 
de crecimiento y se transfectaron durante cuatro horas. Se usó Superfect™ (Qiagen Inc.) para células 3T3 y se usó 
Lipofectamine™ (LifeTechnologies) para células L57 como reactivos de transfección. Para las placas de 12 pocillos, 
se mezclaron 4 l de Superfect™ o Lipofectamine™ con 100 l de medio de crecimiento. Se añadieron un g de 
constructo indicador y 0,25 g de cada constructo receptor del par receptor que va a analizarse a la mezcla de 
transfección. Se añadió un segundo constructo indicador [pTKRL (Promega), 0,1 g/mezcla de transfección] que 15 
comprendía un gen de la luciferasa de Renilla operativamente unido y colocado bajo el control de un promotor 
constitutivo de timidina cinasa (TK) y se usó para la normalización. Se mezcló el contenido de la mezcla de 
transfección en un mezclador con vórtex y se dejó a temperatura ambiente durante 30 minutos. Al final de la 
incubación, se añadió la mezcla de transfección a las células mantenidas en 400 l de medio de crecimiento. Se 
mantuvieron las células a 37ºC y CO2 al 5% durante cuatro horas. Al final de la incubación, se añadieron 500 l de 20 
medio de crecimiento que contenía FBS al 20% y o bien dimetilsulfóxido (DMSO; control) o bien una disolución en 
DMSO de ligando esteroideo o no esteroideo y se mantuvieron las células a 37ºC y CO2 al 5% durante 48 horas. Se 
recogieron las células y se sometió a ensayo la actividad indicadora. Se siguió el mismo procedimiento para placas 
de 6 y 24 pocillos excepto porque se duplicaron todos los reactivos para placas de 6 pocillos y se redujeron a la 
mitad para placas de 24 pocillos. 25 
 
Ensayos de indicador: Se recogieron células 40 horas tras añadir ligandos. Se añadieron 125 l de tampón de lisis 
pasivo (parte del sistema de ensayo de indicador Dual-luciferase™ de Promega Corporation) a cada pocillo de la 
placa de 24 pocillos. Se colocaron las placas en un agitador rotatorio durante 15 minutos. Se sometieron a ensayo 
veinte l de lisado. Se midió la actividad luciferasa usando el sistema de ensayo de indicador Dual-luciferase™ de 30 
Promega Corporation siguiendo las instrucciones del fabricante. Se midió la -galactosidasa usando un kit de 
ensayo Galacto-Star™ de TROPIX siguiendo las instrucciones del fabricante. Se normalizaron todas las actividades 
luciferasa y -galactosidasa usando luciferasa de Renilla como patrón. Se calcularon las actividades en veces 
dividiendo las unidades de luz relativas (“RLU”) normalizadas en células tratadas con ligando entre RLU normalizada 
en células tratadas con DMSO (control sin tratamiento). 35 
 
EJEMPLO 2 
 
Este ejemplo describe la identificación de mutantes por sustitución de dominio de unión a ligando de CfEcR 
sensibles a compuestos no esteroideos mejorados que presentan aumento de actividad en respuesta a ligando no 40 
esteroideo y disminución de actividad en respuesta a ligando esteroideo. Brevemente, los solicitantes mutaron 
residuos de aminoácido que se prevé que son críticos para la unión a ecdiesteroides a alanina y crearon casetes de 
expresión génica de ADNc de GAL4/CfEcR-DEF mutante tal como se describió en el ejemplo 1 anterior usando el kit 
de mutagénesis dirigido a sitio mediado por PCR Quikchange (Stratagene, La Jolla, CA). Se sometieron a prueba los 
ADNc mutados y de tipo natural en ensayos de indicador de luciferasa dirigido por GAL4. 45 
 
Transfecciones: Se transfectaron los ADN correspondientes a los diversos constructos de interruptor expuestos en el 
ejemplo 1, específicamente los interruptores 1.1-1.2, en células NIH3T3 (ATCC) de ratón tal como sigue. Se 
recogieron células cuando alcanzaron el 50% de confluencia y se sembraron en placas de 24 pocillos a 12.500 
células/pocillo en 0,5 ml de medio de crecimiento que contenía suero bovino fetal al 10% (FBS). El día siguiente, se 50 
aclararon las células con medio de crecimiento y se transfectaron durante cuatro horas. Se encontró que 
Superfect™ (Qiagen Inc.) era el mejor reactivo de transfección para células 3T3. Se mezclaron dos l de 
Superfect™ con 100 l de medio de crecimiento y se añadieron 50 ng de casete o bien GAL4/EcR de tipo natural o 
bien Gal4/EcR mutante, 50 ng de VP16/LmUSP-EF y 200 ng de pFRLuc a la mezcla de transfección. Se añadió un 
segundo constructo indicador [pTKRL (Promega), 0,05 g/ mezcla de transfección] que comprendía un gen de 55 
luciferasa de Renilla operativamente unido y colocado bajo el control de un promotor constitutivo de timidina cinasa 
(TK) y se usó para la normalización. Se mezcló el contenido de la mezcla de transfección en un mezclador con 
vórtex y se dejó reposar a temperatura ambiente durante 30 min. Al final de la incubación, se añadió la mezcla de 
transfección a las células mantenidas en 200 l de medio de crecimiento. Se mantuvieron las células a 37ºC y CO 
al 5% durante cuatro horas. Al final de la incubación, se añadieron 250 l de medio de crecimiento que contenía FBS 60 
al 20% y o bien dimetilsulfóxido (DMSO; control) o bien una disolución en DMSO de ligando esteroideo PonA 10 nM 
o 2,5 M o ligando no esteroideo GS™-E [N-(2-etil-3-metoxibenzoil)N’-(3,5-dimetilbenzoil)-N’-terc-butilhidrazina] y se 
mantuvieron las células a 37 ºC y CO2 al 5% durante 40 horas. Se recogieron las células y se sometió a ensayo la 
actividad indicadora tal como se describió anteriormente. Se calcularon las actividades en veces dividiendo las 
unidades de luz relativas (“RLU”) normalizadas en células tratadas con ligando entre RLU normalizadas en células 65 
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tratadas con DMSO (control sin tratar). 
 
Se identificaron dos residuos de aminoácido que, cuando se sustituyen, producen un receptor de ecdisona mutante 
que presenta aumento de actividad en respuesta a un ligando no esteroideo y disminución de actividad en respuesta 
a un ligando esteroideo. El efecto de sustitución de alanina en el residuo de aminoácido 52 ó 55 de SEQ ID NO: 1 5 
sobre la actividad del receptor CfEcR-DEF mutado se presenta en la tabla 7 como aumento en veces con respecto a 
la actividad de interruptor Gal4/CtEcR-DEF de tipo natural (WT). 
 
Tabla 7. Mutantes de CtEcR-DEF que muestran aumento de actividad no esteroidea y disminución de actividad 
esteroidea. Aumento en veces con respecto al tipo natural 10 

MUTANTES GS™-E 2,5 M PonA 2,5 M 

T52A 1,5 0,5 

T55A 1,7 0,13 

 
EJEMPLO 3 
 
Este ejemplo describe la identificación de mutantes por sustitución de dominio de unión a ligando de CfEcR 
sensibles a esteroides que presentan aumento de actividad en respuesta a ligando esteroideo y disminución 15 
significativa de actividad en respuesta a ligando no esteroideo. En un intento de identificar mutaciones por 
sustitución en el CfEcR que aumentan la actividad de ligando esteroideo, pero disminuyen la actividad de ligando no 
esteroideo, los solicitantes mutaron residuos de aminoácido que se prevé que son críticos para la unión a 
ecdiesteroides y crearon casetes de expresión génica de ADNc de GAL4/CtEcR-DEF mutante tal como se describió 
en el ejemplo 1 anterior usando el kit de mutagénesis dirigida a sitio mediada por PCR. Se prepararon los ADNc 20 
mutados y de tipo natural correspondientes a los diversos constructos de interruptor expuestos anteriormente en los 
ejemplos 1.1 y 1.2 y se sometieron a prueba en ensayos de indicador de luciferasa dirigido por GAL4 tal como se 
describió en el ejemplo 2 anterior. Se calculó la actividad en veces dividiendo RLU en presencia de ligando entre 
RLU en ausencia del ligando. 
 25 
Se identificaron residuos de aminoácido específicos que, cuando se sustituyen, producen un receptor de ecdisona 
mutante que presenta aumento de actividad en respuesta a un ligando esteroideo y disminución de actividad en 
respuesta a un ligando no esteroideo. El efecto de una sustitución de aminoácido en el residuo de aminoácido 52 ó 
96 de SEQ ID NO: 1 y sustitución de aminoácido en los residuos de aminoácido 96, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1 
sobre la actividad del receptor CfEcR-DEF mutado se presenta en la tabla 8 como aumento en veces con respecto a 30 
la actividad de interruptor de Gal4/CfEcR-DEF de tipo natural (WT). 
 
Tabla 8. Mutantes que muestran aumento de actividad esteroidea y disminución de actividad no esteroidea 

Aumento en veces con respecto al tipo natural

MUTANTES GS™E 2,5 M PonA 2,5 M GS™E 10 nM PonA 10 nM 

T52L 0,26 3,4   

V96A 0,35 408   

V96T 0,018 45   

V96T/V107I/R175E   0,4 485,7 

 
EJEMPLO 4 35 
 
Este ejemplo describe la identificación de mutantes por sustitución de dominio de unión a ligando de CfEcR 
sensibles a esteroides y a compuestos no esteroideos mejorada que presentan aumento de actividad en respuesta 
tanto a un ligando esteroideo como a un ligando no esteroideo. En un intento de identificar la mutaciones por 
sustitución en el CfEcR que aumentan la actividad de ligando tanto esteroideo como no esteroideo, los solicitantes 40 
mutaron residuos de aminoácido que se prevé que son críticos para la unión a esteroides y crearon casetes de 
expresión génica de ADNc de GAL4/CfEcR-DEF mutante tal como se describió en el ejemplo 1 anterior usando 
mutagénesis dirigida a sitio mediada por PCR. Se prepararon ADNc mutados y de tipo natural correspondientes a 
los diversos constructos de interruptor expuestos anteriormente en los ejemplos 1.1 y 1.2 y se sometieron a prueba 
en ensayos de indicador de luciferasa dirigido por GAL4 tal como se describió en el ejemplo 2 anterior. Se calculó la 45 
actividad en veces dividiendo RLU en presencia de ligando entre RLU en ausencia del ligando. 
 
Se identificaron residuos de aminoácido específicos que, cuando se sustituyen, producen un receptor de ecdisona 
mutante que presenta aumento de actividad en respuesta a ligandos tanto no esteroideos como esteroideos. El 
efecto de una sustitución de aminoácido en el residuo de aminoácido 52, 96, 107 ó 175 de SEQ ID NO: 1, sustitución 50 
de aminoácido en los residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, sustitución de aminoácido en los 
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residuos de aminoácido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, sustitución de aminoácido en los residuos de aminoácido 107 y 
127 de SEQ ID NO: 1, sustitución de aminoácido en los residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, 
sustitución de aminoácido en los residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1 o sustitución de 
aminoácido en los residuos de aminoácido 96, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1 sobre la actividad del receptor CfEcR-
DEF mutado se presenta en la tabla 9 como aumento en veces con respecto a la actividad de interruptor de 5 
Gal4/CfEcR-DEF de tipo natural (WT). 
 
Tabla 9. Mutantes que muestran aumento de actividad esteroidea y no esteroidea 

Aumento en veces con respecto al tipo natural

MUTANTES GS™E 2,5 M PonA 2,5 M GS™E 10 nM PonA 10 nM 

T52V 17,3 35,7   

T52I 8 8   

V96D 3,07 3,1   

V96M 122 3,37   

V107I   12,4 26,6 

R175E   22,0 11,3 

V107I/R175E   386,4 1194,4 

Y127E/R175E   622,8 42,2 

V107I/Y127E   314,6 35,8 

V107I/Y127E/R175E   124,3 122,3 

T52V/V107I/R175E   62,8 136,6 

V96A/V107I/R175E   21,1 1005,1 

T52A/V107I/R175E   2,3 20,3 

 
EJEMPLO 5 10 
 
Este ejemplo describe la identificación de mutantes por sustitución de dominio de unión a ligando de CfEcR 
sensibles a compuestos no esteroideos que presentan disminución significativa de actividad en respuesta a ligando 
esteroideo pero no afectan a la actividad en respuesta a ligando no esteroideo. En un intento de identificar 
mutaciones por sustitución en el CfEcR que disminuyen la actividad de ligando esteroideo, pero no afectan a la 15 
actividad de ligando no esteroideo, los solicitantes mutaron residuos de aminoácido que se prevé que son críticos 
para la unión a ecdiesteroides y crearon casetes de expresión génica de ADNc de GAL4/CfEcR-DEF mutante tal 
como se describió en el ejemplo 1 anterior usando mutagénesis dirigida a sitio mediada por PCR. Se prepararon 
ADNc mutados y de tipo natural correspondientes a los diversos constructos de interruptor expuestos anteriormente 
en los ejemplos 1.1 y 1.2 y se sometieron a prueba en ensayos de indicador de luciferasa dirigido por GAL4 tal como 20 
se describió en el ejemplo 2 anterior. Se calculó la actividad en veces dividiendo RLU en presencia de ligando entre 
RLU en ausencia del ligando. 
 
Se identificaron cuatro residuos de aminoácido que, cuando se sustituyen, producen receptor de ecdisona mutante 
que presentan disminución de actividad en respuesta a un ligando esteroideo y efecto mínimo sobre la actividad en 25 
respuesta a un ligando no esteroideo. El efecto de una sustitución de aminoácido en el residuo de aminoácido 20, 
58, 92 ó 110 de SEQ ID NO: 1 sobre la actividad del receptor CfEcR-DEF mutado se presenta en la tabla 10 como 
aumento en veces con respecto a la actividad de interruptor de Gal4/ CfEcR-DEF de tipo natural (WT). 
 
Tabla 10. Mutantes que muestran disminución de actividad esteroidea, pero la actividad no esteroidea no se ve 30 
afectada. Aumento en veces con respecto al tipo natural 

MUTANTES GS™E 2,5 M PonA 2,5 M 

E20A 0,9 0,35 

T58A 0,8 0,008 

M92A 0,7 0,39 

A110P 0,8 0,005 

 
Tal como se describe en la tabla 10, los solicitantes han identificado mutaciones puntuales en el dominio de unión a 
ligando de CfEcR que reducen significativamente la actividad de unión a esteroides. Los mutantes puntuales de 
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CfEcR T58A y A110P eliminaron esencialmente la actividad de unión a esteroides. De manera interesante, la 
actividad no esteroidea de estos mutantes puntuales no se vio significativamente afectada. 
 
EJEMPLO 6 
 5 
Los solicitantes han caracterizado adicionalmente el receptor CfEcR A110P no esteroideo identificado en el ejemplo 
5 anterior. Este ejemplo demuestra que la mutación de un residuo de alanina crítico (A110) conduce a la ruptura de 
la unión a esteroide y por tanto la transactivación mediante el EcR en presencia de esteroides. Sin embargo, la unión 
así como la transactivación mediante compuestos no esteroideos no se ve alterada. 
 10 
Ensayo de unión a ligando 
 
Los solicitantes sometieron a prueba el receptor CfEcR mutante A110P en un ensayo de unión a ligando esteroideo 
y no esteroideo para confirmar que se eliminó la unión a esteroides. Brevemente, se determinó la actividad de unión 
a PonA usando un ensayo de unión a ligando (LBA) in vitro. Se realizó el ensayo de unión a ligando esteroideo 15 
(LBA) usando 3H-PonA (200 Ci/mmol). En el ensayo se usaron Gal4/CfEcR-DEF de tipo natural o mutante A110P 
traducido in vitro y GST-CfUSP-A/BCDEF expresado por bacterias. Se realizó el ensayo con 8 l de Gal4/CfEcR-
DEF de tipo natural o mutante A110P, 2,5 l de GST-CfUSP-A/BCDEF, 1 l de 3HPonA y 2 l de PonA (“frío”) no 
marcado como competidor en presencia de tampón de T [Tris 90 mM pH 8,0, DTT 10 M que comprendía un cóctel 
de inhibidor de proteasa Complete™ usado según las instrucciones del fabricante (Boehringer Mannheim)]. Se llevó 20 
a cabo la reacción a temperatura ambiente durante 1 hora seguido por la adición de carbón recubierto por dextrano 
(Sigma). Se centrifugó la mezcla a 7000 xg durante 10 minutos, se midió la cantidad de 3H-PonA en el 
sobrenadante. Se realizaron las reacciones por triplicado. También se tradujeron in vitro el EcR de tipo natural de 
longitud completa o su mutante A110P y se transcribieron usando el sistema TNT (Promega) según las instrucciones 
del fabricante y se sometieron a prueba en ensayos de unión a ligando in vitro usando 3H-RH2485, con 20E frío o 25 
compuestos no esteroideos (RH2485 y GS™-E) como competidores. Además, se sometieron a ensayo 5 l de las 
traducciones in vitro para determinar la eficiencia de traducción usando SDS-PAGE siguiendo métodos 
convencionales (Maniatis, 1989). Se calcularon los resultados de unión a ligando tanto para los receptores CfEcR-
DEF de tipo natural como mutante A110P y se muestran en la figura 1. 
 30 
Los dos ligandos no esteroideos, RH2485 y GS™-E, y el ligando esteroideo 20E sometidos a prueba pudieron 
competir de manera eficaz con 3H-RH2485 unido, lo que sugiere que pueden unirse a EcR de longitud completa de 
tipo natural de manera eficaz (véase la figura 1). Sin embargo, cuando se examinó la unión de los mismo ligandos 
por el mutante A110P, se rompió completamente la unión del esteroide 20E pero la unión de los compuestos no 
esteroideos no se vio afectada (véase la figura 1). Estos resultados indican que la ausencia de unión a esteroides en 35 
el caso de la proteína de fusión GAL4-CfEcR no es un artefacto del truncamiento o de la fusión y demuestra que el 
CfEcR mutante A110P es un receptor no esteroideo selectivo. 
 
Afinidades de ligando de CfEcR mutante A110P a diversos ligandos esteroideos y no esteroideos: Se midieron las 
afinidades de unión a ligando del mutante de GAL4/CfEcR A110P uniendo 3H-RH2485 y haciéndolo competir con 40 
diferentes concentraciones de esteroides o compuestos no esteroideos fríos. Brevemente, se unió 3H-RH2485 a 
CfEcR de longitud completa traducido in vitro y CfUSP expresada por bacterias y se hizo competir con 
concentraciones crecientes de ligandos esteroideos o no esteroideos fríos. Se llevó a cabo la reacción a temperatura 
ambiente durante 1 hora seguido por adición de carbón recubierto por dextrano activado y la centrifugación a 7000 
xg durante 10 minutos a 4ºC. Se midió el 3H-RH2485 residual en el sobrenadante tras la centrifugación usando un 45 
contador de centelleo. Se determinaron los valores de fracción unida (f unida) y se trazaron frente a la concentración 
de ligando (en mM). Se determinaron los valores de CI50 para cada uno de los ligandos esteroideos PonA y MurA y 
no esteroideos N-(2-etil-3-metoxibenzoil)-N’-(3,5-dimetilbenzoil)-N’-terc-butilhidrazina (ligando no esteroideo GS™-
E); N’- terc-butil-N’-(3,5-dimetilbenzoil)-3-metoxi-2-metilbenzohidrazida (RH-2485); N-terc-butil-N’-(4-etilbenzoil)-3,5-
dimetilbenzohidrazida (RH-5992) y N’-terc-butil-N’-(3,5-dimetilbenzoil)-3,4-(1-,2-etilendioxi)-2-metilbenzohidrazida 50 
(RH-125020) para el tipo natural y el mutante trazando la fracción unida frente a la concentración de cada ligando. 
 
Tal como se muestra en la tabla 11, los valores de CI50 para esteroides PonA y MurA aumentaron (más de 1 mM) en 
el caso del mutante A110P en comparación con los valores nanomolares observados para el receptor de tipo 
natural, lo que sugiere que se alteró la unión de esteroides en el CfEcR mutante A110P. Por otro lado, los valores de 55 
CI50 de compuestos no esteroideos fueron similares tanto para los receptores mutante A110P como de tipo natural 
(véase la tabla 11). Estos resultados confirman los hallazgos de los solicitantes presentados en el ejemplo 5 anterior 
de que la mutación por sustitución A110P da como resultado un dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona 
no esteroideo que ha perdido la capacidad de unirse a ligando esteroideo. 

ES 2 422 303 T3

 



57 

 
Tabla 11. Valores de CI50 determinados para CfEcR-A/BCDEF de tipo natural y mutante A110P usando varios 
ligandos esteroideos y no esteroideos. 

 CI50 de tipo natural (nM) CI50 de mutante A110P (nM)

Esteroides:   

Ponasterona A 345,95 > 1 mM 

Muristerona A 423,99 > 1 mM 

Compuestos no esteroideos:   

GS™-E 85,26 12,88 

CH-5992 132,81 322,34 

RH-2485 1,80 x 103 350,42 

RH-125020 10,11 25,71 

 
A110P en CfEcR truncado o fondo de CfEcR de longitud completa 
 5 
Para eliminar la posibilidad de que la pérdida de actividad esteroidea pueda deberse al receptor CfEcR-DEF 
truncado o a un artefacto de la proteína de fusión de GAL4, los solicitantes introdujeron la mutación A110P en el 
CfEcR (CfEcRA/BCDEF) de longitud completa (FL), lo fusionaron con el dominio de unión a ADN de GAL4 tal como 
se describió en el ejemplo 1.4, y lo sometieron a ensayo de manera comparativa en células NIH3T3 en placas de 24 
pocillos tal como se describió en el ejemplo 2 anterior con CfEcR de tipo natural de longitud completa (ejemplo 1.3) 10 
en combinación con VP16/LmUSP-EF y pFREcRE Luc que comprenden el gen indicador de luciferasa 
operativamente unido a seis copias del elemento de respuesta a ecdisona (6X EcRE) y un TATAA sintético. Se 
hicieron crecer las células transfectadas en presencia de PonA o GS™-E 0,25 ó 10 M y se midió la actividad 
indicadora a 40 horas tras añadir ligando. Se recogieron las células y se sometieron los extractos a ensayo para 
determinar la actividad de luciferasa. Los resultados se presentan en la figura 2. Los números en la parte superior de 15 
las barras indican el aumento de veces con respecto a niveles de DMSO. 
 
Tal como se muestra en figura 2, la mutación A110P tuvo un efecto similar cuando se introdujo en el receptor de 
ecdisona de longitud completa en el contexto de un gen indicador dirigido por EcRE. Específicamente, se perdió 
completamente la actividad de PonA para el mutante de CfEcR A110P de longitud completa. Sin embargo, no hubo 20 
diferencia significativa en la actividad no esteroidea entre CfEcR de tipo natural de longitud completa y el CfEcR 
mutante A110P de longitud completa en presencia de GS™-E. Estos resultados indican que la ausencia de 
sensibilidad del mutante A110P frente a esteroides observada con el CfEcR de fusión con GAL4 en el ejemplo 5 no 
era un artefacto de la fusión de GAL4 o del truncamiento de EcR. Por tanto, los solicitantes han determinado que el 
residuo de aminoácido A110 es crítico para la actividad esteroidea en el receptor de ecdisona de longitud completa. 25 
 
El residuo A110 es crítico para la actividad esteroidea en células de insecto. 
 
En células de mamífero, el ligando natural de EcR, 20-hidroxiecdisona (20E), no induce la transactivación a través 
de un sistema de expresión génica basado en CfEcR. Para determinar si el mutante A110P puede responder a 20E, 30 
los solicitantes sometieron a prueba este sistema de expresión génica basado en mutante A110P en un ensayo de 
indicador dirigido por EcRE en células L57 de insecto (una línea celular de Drosophila melanogaster que carece de 
isoforma B de EcR, el homólogo de isoforma de EcR de Drosophila melanogaster de la isoforma B de CfEcR de la 
cual se deriva el mutante A110P, sin embargo las células L57 aún contienen la isoforma A de EcR). Se introdujo la 
mutación en la proteína de fusión VP16/CfEcR-CDEF y se unió operativamente a un promotor IE1 de baculovirus y 35 
se transfectaron las células L57 con IE1VP16CfEcRCDEF (ejemplo 1.5) o su ADN de versión de mutante A110P 
(ejemplo 1.6) junto con un gen indicador de -galactosidasa pMK43.2 bajo el control de 6X elementos de respuesta 
a ecdisona (“6XEcRE”; se obtuvo el constructo pMK43.2 de Michael Koelle en la Stanford University) en placas de 
24 pocillos. Se midió la actividad indicadora para la transactivación del sistema de expresión génica basado en 
mutante A110P tras 40 horas de tratamiento de las células transfectadas con 20E o GS™-E 0, 1, 10, 100 ó 1000 nM. 40 
Se recogieron las células y se sometieron a ensayo los extractos para determinar la actividad de -galactosidasa (-
gal) y luciferasa. Se midió la -galactosidasa usando el kit de ensayo Galacto-Star™ de TROPIX siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Los números en la parte superior de las barras indican el aumento de veces con 
respecto a niveles de DMSO. Los resultados se presentan en la figura 3. 
 45 
En células de insecto, el sistema de expresión génica basado en CfEcR de tipo natural indujo actividad de -gal de 
una manera dependiente de la dosis en respuesta tanto a 20E como GS™-E, mientras que el sistema de expresión 
génica basado en el mutante A110P transactivó la expresión de gen indicador en presencia de GS™-E, sin 
embargo, las células L57 transfectadas con el mutante A110P mostraron un ligero aumento de actividad de gen 
indicador en presencia de 20E (véase la figura 3). Esta actividad de nivel bajo en presencia de 20E se debe lo más 50 
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probablemente a una actividad endógena de la isoforma A de EcR dentro de las células L57 puesto que los 
solicitantes han demostrado que el mutante A110P derivado de la isoforma B de CfEcR no 20E (datos no 
mostrados). 
 
La mutación A110P tuvo un efecto similar cuando se introdujo en el receptor de longitud completa en el contexto de 5 
un gen indicador dirigido por EcRE en las células L57 indicando que la mutación tiene un efecto análogo en células 
de insecto, supuestamente en presencia de co-factores de la transcripción de insecto (datos no mostrados). Estos 
datos confirman los resultados de los solicitantes de células de mamífero y establecen que la mutación A110P da 
como resultado un efecto drástico sobre la sensibilidad esteroidea de CfEcR pero no afecta a la sensibilidad no 
esteroidea de CfEcR. 10 
 
EJEMPLO 7 
 
Los resultados de los solicitantes presentados anteriormente en los ejemplos 5 y 6 describen la identificación de un 
residuo de alanina en la posición 110 que es un residuo crítico para la actividad esteroidea pero no para la no 15 
esteroidea del dominio de unión a ligando de CfEcR. Para caracterizar adicionalmente el papel del residuo A110 en 
la transactivación esteroidea y no esteroidea de CfEcR de genes indicadores, se preparó una mini-biblioteca de 
receptores CfEcR-DEF mutando A110 usando cebadores degenerados. Se diseñaron estos cebadores de PCR 
degenerados (pares de cebadores aleatorios de A110P que comprenden o bien SEQ ID NO: 83 y SEQ ID NO: 84 o 
bien SEQ ID NO: 85 y SEQ ID NO: 86; véase la tabla 4) para reemplazar A110 por diversos residuos de aminoácido. 20 
Las condiciones de mutagénesis por PCR usadas fueron tal como se describieron anteriormente en el ejemplo 1. Se 
secuenciaron los clones resultantes para identificar los mutantes. 
 
Transactivación del gen indicador de mutantes de A110 
 25 
Se obtuvieron cuatro mutaciones: A110S, A110P, A110L y A110M. Se sometieron a ensayo estos cuatro receptores 
mutantes y de tipo natural en células NIH3T3. Se transfectaron fusiones de GAL4 de cada uno de los cuatro 
receptores CfEcR-DEF mutantes o de tipo natural, VP16LmUSPEF y pFRLUC en células NIH3T3, se hicieron crecer 
las células en presencia de 0, 0,04, 0,2, 1, 5 ó 25 M de PonA, MurA, N-(2-etil-3-metoxibenzoil)-N’-(3,5-
dimetilbenzoil)-N’-terc-butilhidrazina (ligando no esteroideo GS™-E), o N’-terc-butil-N’-(3,5-dimetilbenzoil)-3,4-(1,2-30 
etilendioxi)-2-metilbenzohidrazida (RH-125020) durante 48 horas y se midió la actividad indicadora. Tal como se 
muestra en la figura 4, el receptor de ecdisona de tipo natural mostró actividad indicadora en presencia tanto de 
esteroides como de compuestos no esteroideos. Sin embargo, todos los receptores mutantes mostraron actividad 
indicadora sólo en presencia de ligandos no esteroideos pero no en presencia de ligandos esteroideos. El mutante 
A110P presentó actividad no esteroidea similar en comparación con receptor de tipo natural, sin embargo los 35 
mutantes A110S, A110L y A110M demostraron sensibilidad inferior y transactivación no detectable a las dos 
concentraciones más bajas. Estos resultados confirman que un dominio de unión a ligando de EcR mutante por 
sustitución de A110 se caracteriza por una respuesta significativamente reducida a esteroides pero permanece 
sensible a compuestos no esteroideos. 
 40 
Unión a ligandos mediante los mutantes de A110: Los solicitantes han realizado ensayos de unión a ligando usando 
ligandos marcados de manera radioactiva de 3H-PonA o 3HRH2485 (N’-terc-butil-N’-(3,5-dimetilbenzoil)-3-metoxi-2-
metilbenzohidrazida) para determinar si las diferencias en la respuesta a ligando de receptores de ecdisona 
mutantes por sustitución y de tipo natural se deben a diferencias al nivel de unión a ligando. Los receptores CfEcR 
de tipo natural y mutante se transcribieron in vitro y se tradujeron y se sometieron a ensayo en presencia de GST-45 
CfUSP-A/BCDEF expresado por bacterias (longitud completa). La unión de PonA a mutante A110P no fue 
detectable mientras que otros mutantes por sustitución de A110 mostraron el 5-10% de unión a receptor de tipo 
natural (véase la figura 5). EcR de tipo natural y todos los mutantes sometidos a prueba mostraron unión similar a 
RH-2485, un análogo próximo de GS™-E (véase la figura 6). Puede ser que el residuo de prolina inflexible del 
mutante A110P dificulte la unión de ligandos esteroideos pero no de los no esteroideos. 50 
 
Se analizaron las proteínas traducidas in vitro mediante SDS-PAGE y se encontró que se traducían de manera 
similar al receptor de tipo natural, indicando que las diferencias en la unión observada entre los mutantes y receptor 
de tipo natural no se deben a la variación en la cantidad de proteínas presentes en el ensayo (datos no mostrados). 
La actividad de unión a ligando se correlaciona con la actividad del gen indicador en la mayoría de los casos, 55 
proporcionando prueba adicional del descubrimiento de los solicitantes de que el residuo A110 desempeña un papel 
crítico en la unión de ecdiesteroides, pero no de compuestos no esteroideos. 
 
Todos de los mutantes por sustitución de A110 estaban alterados en cuanto a la unión a esteroides así como en su 
capacidad de transactivar genes indicadores en presencia de esteroides en células de mamífero y de insecto. Estos 60 
mutantes mantuvieron los niveles de tipo natural de la unión no esteroidea y la transactivación del gen indicador en 
presencia de compuestos no esteroideos. 
 
El residuo A110, encontrado junto a la lámina  predicha entre la hélice 5 y 6, está sumamente conservado en EcR 
de diversas especies de insectos, y en RXR, receptor de progesterona (PR) y receptor de estrógenos (ER) 65 
destacando adicionalmente que este residuo es crítico para la unión a ligando y por tanto la transactivación. 
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Además, el residuo A110 está flanqueado por otros residuos sumamente conservados, algunos de los cuales 
también pueden ser críticos para la unión a ligando y/o transactivación. La comparación estrecha de las estructuras 
tridimensionales de receptores nucleares muestra que hay grandes cambios estructurales incluso en el LBD 
conservado entre diferentes receptores nucleares. Se observan importantes cambios no sólo entre diferentes 
estructuras de receptores nucleares, sino también en complejos del mismo receptor cuando se une a ligandos 5 
naturales y sintéticos como en el caso de ER. La unión de esteroides y compuestos no esteroideos puede reflejar 
una situación similar. Los modelos de homología generados sugieren que la unión de los dos ligandos es diferente, 
en cuanto a las hélices implicadas y a los residuos de contacto. El examen estrecho de los resultados del ensayo de 
transactivación sugiere que las respuestas a la dosis son ligeramente diferentes en las dos situaciones. Los 
esteroides son menos activos a concentraciones inferiores mientras que la actividad inducida por compuestos no 10 
esteroideos es varias veces mayor. Sin embargo, a dosis superiores las actividades esteroidea y no esteroidea son 
similares. La actividad superior de compuestos no esteroideos a concentraciones inferiores puede reflejar la afinidad 
superior de los compuestos no esteroideos con respecto al EcR. Se ha sugerido que la presencia del grupo terc-
butilo permite que algunos compuestos no esteroideos formen contactos de van der Waals extensos con el LBD de 
EcR y por tanto se ajusten en un ranura que no se ocupa por ecdiesteroides. Esto puede explicar en algún grado las 15 
diferencias observadas en las actividades de los esteroides y los compuestos no esteroideos en ensayos de gen 
indicador a bajas concentraciones ligando. Aún no se conoce el mecanismo mediante el cual la unión afecta a los 
cambios conformacionales y por tanto al potencial de transactivación . Sin embargo, en el caso del ER, se ha 
mostrado que la unión de agonistas y antagonistas induce diferentes cambios conformacionales dando como 
resultado el desplazamiento de la hélice 12. La hélice 12 desempeña un papel activo en la inclusión e interacción de 20 
coactivadores con respecto al receptor. En el caso de agonistas como dietilstilbestrol (DES), el coactivador GRIP1 
se une a una ranura hidrófoba sobre la superficie del LBD formado por las hélices 3, 4, 5 y 12 y el giro entre las 
hélices 3 y 4. Por otro lado, en presencia de un antagonista parcial, 4-hidroxitamoxifeno (OHT), la hélice 12 bloquea 
la ranura de reconocimiento de coactivador imitando las interacciones de la caja GRIP NR con el LBD. La unión de 
esteroides y de compuestos no esteroideos también podría inducir cambios conformacionales sutiles que afectan a 25 
la inclusión de coactivador y por tanto a la transactivación. 
 
El residuo A110 parece interaccionar con la cadena lateral del ligando esteroideo. La introducción de residuos más 
voluminosos o inflexibles en esta posición podría romper potencialmente estas interacciones y por tanto el 
acoplamiento del ligando al LBD. Esto a su vez da como resultado la ausencia de activación del EcR. La 30 
identificación de un mutante que da como resultado la ruptura de la unión a ecdiesteroides sin afectar a la unión a 
compuestos no ecdiesteroideos y la activación proporciona medios para la evolución sistemática del EcR para 
desarrollar un sistema inducible por ecdisona que puede regularse de manera precisa para su uso en sistemas de 
mamíferos. 
 35 
EJEMPLO 8 
 
Este ejemplo describe la identificación de mutantes por sustitución de dominio de unión a ligando de CfEcR que 
presentan disminución de actividad en respuesta tanto a ligando esteroideo como a ligando no esteroideo. Estos 
mutantes por sustitución son útiles en ensayos de examen de ligandos para la identificación de ligandos ortogonales. 40 
En un intento de identificar mutaciones por sustitución en el CfEcR que disminuyen la actividad de ligando tanto 
esteroideo como no esteroideo, los solicitantes mutaron residuos de aminoácido que se prevé que son críticos para 
la unión a ecdiesteroides y crearon casetes de expresión génica de ADNc de GAL4/CfEcR-DEF mutante tal como se 
describió en el ejemplo 1 anteriormente usando mutagénesis dirigida a sitio mediada por PCR. Se prepararon ADNc 
mutados y de tipo natural correspondientes a los diversos constructos de interruptor expuestos anteriormente en los 45 
ejemplos 1.1 y 1.2 y se sometieron a prueba en ensayos de indicador de luciferasa dirigido por GAL4 tal como se 
describió en el ejemplo 2 anteriormente. Se calculó la actividad en veces dividiendo RLU en presencia de ligando 
entre RLU en ausencia del ligando. 
 
Se identificaron diecisiete residuos de aminoácido que, cuando se sustituyen, producen un receptor de ecdisona 50 
mutante que presenta disminución de actividad en respuesta a ligandos tanto no esteroideos como esteroideos. El 
efecto de una sustitución de aminoácido en el residuo de aminoácido 21, 48, 51, 59, 62, 93, 95, 109, 120, 123, 125, 
218, 219, 223, 230, 234 ó 238 de SEQ ID NO: 1 sobre la actividad del receptor CfEcR-DEF mutado se presenta en 
la tabla 12 como aumento en veces con respecto a la actividad de interruptor de Gal4/ CfEcRDEF de tipo natural 
(WT). Además, se prepararon dos mutantes dobles (R95A/A110P y M218A/C219A) y un mutante triple 55 
(V107I/A110P/R175E) y también se identificaron como receptores CfEcR-DEF mutados que presentan disminución 
de actividad en respuesta a ligandos tanto no esteroideos como ligandos esteroideos (véase la tabla 12). 
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Tabla 12. Mutantes que muestran disminución de actividad esteroidea y no esteroidea. Aumento en veces con 
respecto al tipo natural 

MUTANTES GS™-E 2,5 M PonA 2,5 M GS™-E 10 nM PonA 10 nM 

Q21A 0,32 0,37   

F48A 0,007 0,007   

I51A 0,003 0,004   

V59A 0,47 0,002   

I62A 0,12 0,004   

M93A 0,46 0,07   

R95A 0,4 0,006   

F109A 0,22 0,005   

Y120A 0,001 0,006   

A123F 0,09 0,005   

M125A 0,005 0,007   

M218A 0,001 0,001   

C219A 0,001 0,001   

L223A 0,118 0,007   

L230A 0,001 0,006   

L234A 0,001 0,006   

W238A 0,002 0,013   

R95A/A110P 0,4 0,007   

M218A/C219A V107I/A110P/R175E 0,001 0,001 0,345 nd* 

* No detectable 
 
EJEMPLO 9 5 
 
Este ejemplo describe la introducción de mutaciones por sustitución dentro del EcR de Drosophila melanogaster 
(DmEcR) en residuos de aminoácido dentro del dominio de unión a ligando de DmEcR que son análogos a los 
mutantes por sustitución del dominio de unión a ligando de CfEcR identificados anteriormente. Específicamente, se 
introdujeron mutaciones por sustitución en residuos de aminoácido de DmEcR 107, 121, 213 y 217 de SEQ ID NO: 10 
2, correspondiente a residuos de aminoácido de CfEcR 110, 124,211 y 219 de SEQ ID NO: 1, respectivamente. 
 
Los solicitantes mutaron residuos de aminoácido que se prevé que son críticos para la unión a ecdiesteroides y 
crearon casetes de expresión génica de ADNc de GAL4/DmEcR-CDEF mutante tal como se describió en el ejemplo 
1 anteriormente usando mutagénesis dirigida a sitio mediada por PCR. Se prepararon ADNc mutados y de tipo 15 
natural correspondientes a los diversos constructos de interruptor expuestos anteriormente en los ejemplos 1.8 y 1.9 
y se sometieron a prueba en ensayos de indicador en células NIH3T3 tal como se describió en el ejemplo 2. Se 
transfectaron cada constructo de GAL4/DmEcRCDEF, VP16/LmUSP-EF y pFRLUC en células NIH3T3 y se trataron 
las células transfectadas con GS-™E o ponasterona A 2,5 M. Se recogieron las células y se midió la actividad 
indicadora a 48 horas tras la adición de ligando. Se calculó la inducción en veces dividiendo la actividad indicadora 20 
en presencia de ligando entre la actividad indicadora en ausencia de ligando. A partir de la inducción en veces, se 
calculó el porcentaje de actividad de tipo natural para cada mutante. Los resultados se presentan en la tabla 13. 
 
Tabla 13. Tipo natural de GAL4/DmEcR-CDEF y mutantes por sustitución G121R, G121L, G217A y C217S 
sometidos a prueba para la transactivación en células NIH3T3. Aumento en veces con respecto al tipo natural: 25 

Mutante de DmEcR-CDEF  Ponasterona A 2,5 M  GS™-E 2,5 M 

G121R 0,05 0,0075 

G121L 0,001 0,008 

C217A 0,022 0,008 

C217S 0,0064 0,014 
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Tal como se observa en la tabla 13, se disminuyeron de manera significativa las actividades tanto no esteroidea 
como esteroidea cuando se mutó el dominio de unión a ligando de DmEcR en los residuos de aminoácido 121 ó 
217, indicando que estos residuos son residuos importantes en la bolsa de unión a ligando de DmEcR. 
 5 
También se usaron los receptores DmEcR-CDEF mutante y de tipo natural para preparar constructos de VP16/ 
DmEcR-CDEF mutante o de tipo natural tal como se describió en los ejemplos 1.10 y 1.11. Se transfectaron 
VP16DmEcR-CDEF y un indicador de 6XEcRE-gal en células L57 y se trataron las células transfectadas con 20-
hidroxiecdisona (20E) o GS™-E 1 uM. Se recogieron las células, se lisaron y se midió la actividad indicadora tal 
como se describió anteriormente en el ejemplo 6. Se calculó la inducción en veces dividiendo la actividad indicadora 10 
en presencia de ligando entre la actividad indicadora en ausencia de ligando. A partir de la inducción en veces, se 
calculó el porcentaje de actividad de tipo natural para cada mutante. Los resultados se presentan en la tabla 14. 
 
Tabla 14. Tipo natural de VP16/DmEcR-CDEE y mutantes por sustitución A107P, G121R, G121L, N213A, G217A y 
C217S sometidos a prueba para determinar la transactivación en células L57 de insecto. Aumento en veces con 15 
respecto a tipo natural: 

Mutante DmEcR-CDEF  20-hidroxiecdisona 1 M GS™-E 1 M 

A107P 0,09 0,9 

G121R 0,5 0,92 

G121L 0,09 0,15 

N213A 0,01 0,08 

C217A 0,48 0,70 

C217S 0,39 0,92 

 
La mutación A107P de DmEcR provocó la pérdida de la mayor parte de la actividad esteroidea pero tuvo muy poco 
efecto sobre la actividad no esteroidea. Las mutaciones G121R y C217S de DmEcR dieron como resultado 
reducciones del 50% y del 61% respectivamente en la actividad esteroidea pero un efecto mínimo sobre la actividad 20 
no esteroidea. La mutación C217A de DmEcR dio como resultado la reducción de actividades no esteroidea y 
esteroidea, y los mutantes G121L y N213A de DmEcR perdieron la sensibilidad tanto para esteroides como para 
compuestos no esteroideos, indicando que estos residuos están implicados en la unión tanto a esteroides como a 
compuestos no esteroideos. 
 25 
EJEMPLO 10 
 
Este ejemplo describe la introducción de mutaciones por sustitución dentro del EcR de Amblyomma americanum 
(AmaEcR) en residuos de aminoácido dentro del dominio de unión a ligando de AmaEcR que son análogos a los 
mutantes por sustitución de dominio de unión a ligando CfEcR identificados anteriormente. Específicamente, se 30 
introdujeron mutaciones por sustitución en los residuos de aminoácido de AmaEcR 91 y 105 de SEQ ID NO: 3, 
correspondiente a residuos de aminoácido de CfEcR 96 y 110 de SEQ ID NO: 1, respectivamente. 
 
Los solicitantes mutaron residuos de aminoácido que se prevé que son críticos para la unión a ecdiesteroides y 
crearon casetes de expresión génica de ADNc de GAL4/AmaEcR-DEF mutante tal como se describió en el ejemplo 35 
1 anterior usando mutagénesis dirigida a sitio mediada por PCR. Se sometieron a prueba ADNc mutados y de tipo 
natural correspondientes a los diversos constructos de interruptor expuestos anteriormente en los ejemplos 1.12 y 
1.13 en ensayos de indicador de luciferasa dirigido por GAL4 en células NIH3T3 tal como se describió en el ejemplo 
2. Se transfectaron GAL4/AmaEcR-DEF, VP16LmUSP-EF y pFRLUC en células NIH3T3 y se trataron las células 
transfectadas o bien con ligando esteroideo ponasterona A 0,2 M o bien con ligando no esteroideo GS™-E 1 M. 40 
Se recogieron las células y se midió la actividad indicadora a 48 horas tras la adición de ligando. Se calculó la 
inducción en veces dividiendo la actividad indicadora en presencia de ligando entre la actividad indicadora en 
ausencia de ligando. A partir de la inducción en veces, se calculó el porcentaje de actividad de tipo natural para cada 
mutante. Los resultados se presentan en la tabla 15. 
 45 
Tabla 15. Mutantes por sustitución de AmaEcR-DEF en G91 y A105 en células NH3T3. Aumento en veces con 
respecto al tipo natural: 

Mutante de AmaEcR-DEF Ponasterona A 0,2 M GS™-E 1 M 

G91A 1,29 1,22 

A105P 0,11 0,01 
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La mutación G91A de AmaEcR en la posición de residuo de aminoácido homóloga a V96 en CfEcR dio como 
resultado el aumento en las actividades esteroidea y no esteroidea. La mutación A105P de AmaEcR en la posición 
de residuo de aminoácido homóloga a A110 de CfEcR provocó la pérdida de la mayor parte de la actividad 
esteroidea y eliminó esencialmente la actividad no esteroidea. 
 5 
Debe entenderse además que los tamaños de bases o tamaños de aminoácidos, y todos los valores de peso 
molecular o masa molecular, dados para ácidos nucleicos o polipéptidos son aproximados, y se proporcionan para la 
descripción. 
 
Lista de secuencias 10 
 
<110> Rohm and Haas Company 
Palli, Subba R. 
Cress, Dean E. 
Fujimoto, Ted T. 15 
Kumar, Mohan B. 
<120> Receptores mutantes por sustitución novedosos y su uso en un sistema de expresión génica inducible 
basado en receptores nucleares 
<130> A01247 
<150> Documento US 60/313925 20 
<151> 21-08-2001 
<160> 113 
<170> Patent In versión 3.1 
<210> 1 
<211> 240 25 
<212> PRT 
<213> Choristoneura fumiferana 
<400> 1 
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<210> 2 
<211> 237 
<212> PRT 
<213> Drosophila melanogaster 5 
<400> 2 
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<210> 3 
<211> 240 
<212> PRT 5 
<213> Amblyomma americanum 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 198 
<212> ADN 
<213> Choristoneura fumiferana 5 
<400> 4 

 
<210> 5 
<211> 66 
<212> PRT 10 
<213> Choristoneura fumiferana 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 441 
<212> ADN 
<213> Saccharomyces cerevisiae 5 
<400> 6 

 
<210> 7 
<211> 147 
<212> PRT 10 
<213> Saccharomyces cerevisiae 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 606 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 202 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 5 
<400> 9 
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<210> 10 
<211> 420 
<212> ADN 
<213> Choristoneura fumiferana 5 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 140 
<212> PRT 
<213> Choristoneura fumiferana 5 
<400> 11 

 
<210> 12 
<211> 271 
<212> ADN 10 
<213> virus del herpes simple 7 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 90 
<212> PRT 
<213> virus del herpes simple 7 5 
<400> 13 

 
<210> 14 
<211> 307 
<212> ADN 10 
<213> Saccharomyces cerevisiae 
<400> 14 

 
<210> 15 
<211> 102 15 
<212> PRT 
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<213> Saccharomyces cerevisiae 
<400> 15 

 
<210> 16 
<211> 807 5 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
<400> 16 
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<210> 17 
<211> 269 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 5 
<400> 17 
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<210> 18 
<211> 34 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> 1X elemento de respuesta a ecdisona (EcRE) 
<400> 18 
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tcgagagaca agggttcaat gcacttgtcc aatg 34 
<210> 19 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
<220> 
<223> elemento de respuesta a GAL4 
<400> 19 
ggagtactgt cctccgagc 19 
<210> 20 10 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> 2x elemento de respuesta a LexAop 15 
<400> 20 
ctgctgtata taaaaccagt ggttatatgt acagta 36 
<210> 21 
<211> 1054 
<212> ADN 20 
<213> Choristoneura fumiferana 
<400> 21 

 
<210> 22 
<211> 309 25 
<212> ADN 
<213> Virus del simio 40 
<400> 22 

ES 2 422 303 T3

 



76 

 
<210> 23 
<211> 635 
<212> ADN 
<213> Locusta migratoria 5 
<400> 23 

 
<210> 24 
<211> 24 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Promotor mínimo de E1b sintético 
<400> 24 
tatataatgg atccccgggt accg 24 15 
<210> 25 
<211> 1653 
<212> ADN 
<213> Photinus pyralis 
<400> 25 20 
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<210> 26 
<211> 541 
<212> PRT 5 
<213> Choristoneura fumiferana 
<400> 26 
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<210> 27 
<211> 1623 
<212> ADN 5 
<213> Choristoneura fumiferana 
<400> 27 
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<210> 28 
<211> 702 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Promotor de IE1 de baculovirus 
<400> 28 
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<210> 29 
<211> 3157 
<212> ADN 
<213> Escherichia coli 5 
<400> 29 
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<210> 30 
<211> 4375 
<212> ADN 
<213> Choristoneura fumiferana 5 
<400> 30 
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<210> 31 
<211> 1878 
<212> ADN 
<213> Drosophila melanogaster 5 
<400> 31 

ES 2 422 303 T3

 



87 

 

 
<210> 32 
<211> 878 
<212> PRT 5 
<213> Drosophila melanogaster 
<400> 32 
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<210> 33 
<211> 1282 
<212> ADN 
<213> Amblyomma americanum 5 
<400> 33 
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<210> 34 
<211> 560 
<212> PRT 
<213> Amblyomma americanum 5 
<400> 34 
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<210> 35 
<211> 40 
<212> ADN 5 
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<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 35 
gtaccaggac gggtacgcgc agccttctga tgaagatttg 40 5 
<210> 36 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 10 
<223> Cebador de PCR 
<400> 36 
caaatcttca tcagaaggct gcgcgtaccc gtcctggtac 40 
<210> 37 
<211> 37 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 37 20 
ccaggacggg tacgaggcgc cttctgatga agatttg 37 
<210> 38 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 38 
caaatcttca tcagaaggcg cctcgtaccc gtcctgg 37 
<210> 39 30 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 35 
<400> 39 
gagtctgaca ctcccgcccg ccagatcaca g 31 
<210> 40 
<211> 31 
<212> ADN 40 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 40 
ctgtgatctg gcgggcggga gtgtcagact c 31 45 
<210> 41 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 50 
<223> Cebador de PCR 
<400> 41 
cactcccttc cgccaggcca cagagatgac 30 
<210> 42 
<211> 30 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 42 60 
gtcatctctg tggcctggcg gaagggagtg 30 
<210> 43 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
<220> 
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<223> Cebador de PCR 
<400> 43 
cactcccttccgccagatcg cagagatgac 30 
<210> 44 
<211> 30 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 44 10 
gtcatctctg cgatctggcg gaagggagtg 30 
<210> 45 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 45 
cgccagatca cagagatggc tatcctcacg gtcc 34 
<210> 46 20 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 25 
<400> 46 
ggaccgtgag gatagccatc tctgtgatct ggcg 34 
<210> 47 
<211> 33 
<212> ADN 30 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 47 
gagatgacta tcctcgcggt ccaacttatc gtg 33 35 
<210> 48 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 40 
<223> Cebador de PCR 
<400> 48 
cacgataagt tggaccgcga ggatagtcat ctc 33 
<210> 49 
<211> 32 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 49 50 
gatgactatc ctcacggccc aacttatcgt gg 32 
<210> 50 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 55 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 50 
ccacgataag ttgggccgtg aggatagtca tc 32 
<210> 51 60 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 65 
<400> 51 
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ctatcctcac ggtccaagct atcgtggagt tcgcg 35 
<210> 52 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 52 
cgcgaactcc acgatagctt ggaccgtgag gatag 35 
<210> 53 10 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 15 
<400> 53 
ctatcctcac ggtccaactt gccgtggagt tcgcg 35 
<210> 54 
<211> 35 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 54 
cgcgaactcc acggcaagtt ggaccgtgag gatag 35 25 
<210> 55 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 30 
<223> Cebador de PCR 
<400> 55 
gctcaagtga ggtagcgatg ctccgagtcg c 31 
<210> 56 
<211> 31 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 56 40 
gcgactcgga gcatcgctac ctcacttgag c 31 
<210> 57 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 45 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 57 
gctcaagtga ggtaatggcg ctccgagtcg c 31 
<210> 58 50 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 55 
<400> 58 
gcgactcgga gcgccattac ctcacttgag c 31 
<210> 59 
<211> 30 
<212> ADN 60 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 59 
gtaatgatgc tccgagccgc gcgacgatac 30 65 
<210> 60 
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<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 5 
<400> 60 
gtatcgtcgc gcggctcgga gcatcattac 30 
<210> 61 
<211> 36 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 61 
gtgaggtaat gatgctcgca gtcgcgcgac gatacg 36 15 
<210> 62 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 20 
<223> Cebador de PCR 
<400> 62 
cgtatcgtcg cgcgactgcg agcatcatta cctcac 36 
<210> 63 
<211> 32 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 63 30 
cagacagtgt tctggccgcg aacaaccaag cg 32 
<210> 64 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 64 
cgcttggttg ttcgcggcca gaacactgtc tg 32 
<210> 65 40 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 45 
<400> 65 
tcagacagtg ttctggccgc gaacaaccaa gcg 33 
<210> 66 
<211> 33 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 66 
cgcttggttg ttcgcggcca gaacactgtc tga 33 55 
<210> 67 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 60 
<223> Cebador de PCR 
<400> 67 
cagacagtgt tctgttcccg aacaaccaag cg 32 
<210> 68 
<211> 32 65 
<212> ADN 
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<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 68 
cgcttggttg ttcgggaaca gaacactgtc tg 32 5 
<210> 69 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 10 
<223> Cebador de PCR 
<400> 69 
cactcgcgac aacgcccgca aggctggcat g 31 
<210> 70 
<211> 31 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 70 20 
catgccagcc ttgcgggcgt tgtcgcgagt g 31 
<210> 71 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 71 
cgacaactac cgcaagtttg gcatggccta cgtc 34 
<210> 72 30 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 35 
<400> 72 
gacgtaggcc atgccaaact tgcggtagtt gtcg 34 
<210> 73 
<211> 31 
<212> ADN 40 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 73 
ctaccgcaag gctggcgcgg cctacgtcat c 31 45 
<210> 74 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 50 
<223> Cebador de PCR 
<400> 74 
gatgacgtag gccgcgccag ccttgcggta g 31 
<210> 75 
<211> 32 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 75 60 
gctcaagaac agaaaggcgc cgcctttcct cg 32 
<210> 76 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
<220> 
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<223> Cebador de PCR 
<400> 76 
cgaggaaagg cggcgccttt ctgttcttga gc 32 
<210> 77 
<211> 36 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 77 10 
ctccaacatg tgcatctccg ccaagctcaa gaacag 36 
<210> 78 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 78 
ctgttcttga gcttggcgga gatgcacatg ttggag 36 
<210> 79 20 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 25 
<400> 79 
gaaagctgcc gcctttcgcc gaggagatct g 31 
<210> 80 
<211> 31 
<212> ADN 30 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 80 
cagatctcct cggcgaaagg cggcagcttt c 31 35 
<210> 81 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 40 
<223> Cebador de PCR 
<400> 81 
ctttcctcga ggagatcgcg gatgtggcag g 31 
<210> 82 
<211> 31 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 82 50 
cctgccacat ccgcgatctc ctcgaggaaa g 31 
<210> 83 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 55 
<220> 
<223> Cebador de PCR degenerado 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (18)..(18) 60 
<223> “n” es a, t, g, o c 
<400> 83 
cagacagtgt tctgttgncg aacaaccaag cg 32 
<210> 84 
<211> 32 65 
<212> ADN 
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<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR degenerado 
<220> 
<221> misc_feature 5 
<222> (15)..(15) 
<223> “n” es a, t, g, o c 
<400> 84 
cgcttggttg ttcgncaaca gaacactgtc tg 32 
<210> 85 10 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR degenerado 15 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (18)..(19) 
<223> “n” es a, t, g, o c 
<400> 85 20 
cagacagtgt tctgttgnng aacaaccaag cg 32 
<210> 86 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
<220> 
<223> Cebador de PCR degenerado 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (14)..(15) 30 
<223> “n” es a, t, g, o c 
<400> 86 
cgcttggttg ttcnncaaca gaacactgtc tg 32 
<210> 87 
<211> 40 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR degenerado 
<220> 40 
<221> misc_feature 
<222> (20)..(22) 
<223> “n” es a, t, g, o c 
<400> 87 
cactcccttc cgccagatcn nngagatgac tatcctcacg 40 45 
<210> 88 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 50 
<223> Cebador de PCR degenerado 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (19)..(21) 
<223> “n” es a, t, g, o c 55 
<400> 88 
cgtgaggata gtcatctcnn ngatctggcg gaagggagt 39 
<210> 89 
<211> 38 
<212> ADN 60 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR degenerado 
<220> 
<221> misc_feature 65 
<222> (16)..(18) 
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<223> “n” es a, t, g, o c 
<400> 89 
gtaatgatgc tccgannngc gcgacgatac gatgcggc 38 
<210> 90 
<211> 38 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR degenerado 
<220> 10 
<221> misc_feature 
<222> (21)..(23) 
<223> “n” es a, t, g, o c 
<400> 90 
gccgcatcgt atcgtcgcgc nnntcggagc atcattac 38 15 
<210> 91 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 20 
<223> Cebador de PCR 
<400> 91 
tcggactcaa tattcttccc gaataataga tcatatac 38 
<210> 92 
<211> 38 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 92 30 
gtatatgatc tattattcgg gaagaatatt gagtccga 38 
<210> 93 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 93 
tcttacaaaa tggcccgaat ggctgataac attg 34 
<210> 94 40 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 45 
<400> 94 
caatgttatc agccattcgg gccattttgt aaga 34 
<210> 95 
<211> 34 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 95 
tcttacaaaa tggccctaat ggctgataac attg 34 55 
<210> 96 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 60 
<223> Cebador de PCR 
<400> 96 
caatgttatc agccattagg gccattttgt aaga 34 
<210> 97 
<211> 33 65 
<212> ADN 
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<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 97 
acgctgggca accaggccgc cgagatgtgt ttc 33 5 
<210> 98 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 10 
<223> Cebador de PCR 
<400> 98 
gaaacacatc tcggcggcct ggttgcccag cgt 33 
<210> 99 
<211> 33 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 99 20 
cagaacgccg agatggcttt ctcactaaag ctc 33 
<210> 100 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 100 
gagctttagt gagaaagcca tctcggcgtt ctg 33 
<210> 101 30 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 35 
<400> 101 
cagaacgccg agatgtcttt ctcactaaag ctc 33 
<210> 102 
<211> 33 
<212> ADN 40 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 102 
gagctttagt gagaaagaca tctcggcgtt ctg 33 45 
<210> 103 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 50 
<223> Cebador de PCR 
<400> 103 
gtgatgatgc tgagagctgc ccggaaatat gatg 34 
<210> 104 
<211> 34 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 104 60 
catcatattt ccgggcagct ctcagcatca tcac 34 
<210> 105 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
<220> 
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<223> Cebador de PCR 
<400> 105 
acagattcta tagtgtttcc caataaccag ccgtacac 38 
<210> 106 
<211> 38 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador de PCR 
<400> 106 10 
gtgtacggct ggttattggg aaacactata gaatctgt 38 
<210> 107 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
<220> 
<223> cebador 
<400> 107 
gcggcctcag acagtattct gttcgcgaac 30 
<210> 108 20 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> cebador 25 
<400> 108 
ggtggaagaa atccaggagt actacctgaa tacgctcc 38 
<210> 109 
<211> 29 
<212> ADN 30 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> cebador 
<400> 109 
caaggctggc atggccgagg tcatcgagg 29 35 
<210> 110 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 40 
<223> cebador 
<400> 110 
cccttccgcc agatcgtaga gatgactatc ctcac 35 
<210> 111 
<211> 32 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> cebador 
<400> 111 32 50 
ggtaatgatg ctccgaaccg cgcgacgata cg 32 
<210> 112 
<211> 1586 
<212> ADN 
<213> Bamecia argentifoli 55 
<400> 112 
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<210> 113 
<211> 1109 
<212> ADN 
<213> Nephotetix cincticeps 5 
<400> 113 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Sistema de modulación de la expresión génica que comprende un casete de expresión génica que puede 
expresarse en una célula huésped que comprende un polinucleótido que codifica para un polipéptido que 
comprende: 5 
 
i) un dominio de transactivación, 
 
ii) un dominio de unión a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresión ha de 
modularse, y 10 
 
iii) un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución; 
 
en el que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H procede de un receptor nuclear de grupo H 
seleccionado del grupo que consiste en un receptor de ecdisona, un receptor ubicuo, un receptor huérfano 1, un 15 
NER-1, un receptor nuclear de hormonas esteroideas 1, una proteína 15 de interacción de receptor retinoide X, 
receptores hepáticos X , una proteína similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepático X, un 
receptor hepático X , un receptor farnesoide X, una proteína 14 de interacción de receptor, y un receptor de 
farnesol, en el que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un polinucleótido 
que comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución de un residuo de aminoácido, 20 
estando el residuo de aminoácido en una posición equivalente o análoga a: 
 
a) residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, 
 
b) residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, 25 
 
c) residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, 
 
d) residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o 
 30 
e) residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1; y 
 
en el que la(s) mutación/mutaciones por sustitución da(n) como resultado un aumento en la actividad de receptor 
nuclear de grupo H en respuesta a ligandos esteroideos y no esteroideos, con respecto a la actividad de un receptor 
nuclear de grupo H en el que el residuo de aminoácido en el residuo de aminoácido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina. 35 
 
2. Sistema de modulación de la expresión génica según la reivindicación 1, que comprende además un segundo 
dominio de unión a ligando de receptores nucleares seleccionado del grupo que consiste en un dominio de unión a 
ligando de receptor retinoide X de vertebrado, un dominio de unión a ligando de receptor retinoide X de invertebrado, 
un dominio de unión a ligando de proteína ultraespiráculo, y un dominio de unión a ligando quimérico que 40 
comprende dos fragmentos de polipéptido, en el que el primer fragmento de polipéptido procede de un dominio de 
unión a ligando de receptor retinoide X de vertebrado, un dominio de unión a ligando de receptor retinoide X de 
invertebrado, o un dominio de unión a ligando de proteína ultraespiráculo, y el segundo fragmento de polipéptido 
procede de un dominio de unión a ligando de receptor retinoide X de vertebrado, dominio de unión a ligando de 
receptor retinoide X de invertebrado, o dominio de unión a ligando de proteína ultraespiráculo diferente. 45 
 
3. Sistema de modulación de la expresión génica que comprende: 
 
a) un primer casete de expresión génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende un 
polinucleótido que codifica para un primer polipéptido que comprende: 50 
 
i) un dominio de unión a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresión ha de 
modularse, y 
 
ii) un dominio de unión a ligando de receptor nuclear; y 55 
 
b) un segundo casete de expresión génica que puede expresarse en la célula huésped que comprende un 
polinucleótido que codifica para un segundo polipéptido que comprende: 
 
i) un dominio de transactivación, y 60 
 
ii) un dominio de unión a ligando de receptor nuclear; 
 
en el que uno de los dominios de unión a ligando de receptor nuclear es un dominio de unión a ligando de receptor 
nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución; 65 
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en el que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H procede de un receptor nuclear de grupo H 
seleccionado del grupo que consiste en un receptor de ecdisona, un receptor ubicuo, un receptor huérfano 1, un 
NER-1, un receptor nuclear de hormonas esteroideas 1, una proteína 15 de interacción de receptor retinoide X, un 
receptor hepático X , una proteína similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepático X, un receptor 
hepático X , un receptor farnesoide X, una proteína 14 de interacción de receptor, y un receptor de farnesol; 5 
 
en el que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un polinucleótido que 
comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución de un residuo de aminoácido, estando el 
residuo de aminoácido en una posición equivalente o análoga a: 
 10 
a) residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, 
 
b) residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, 
 
c) residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, 15 
 
d) residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o 
 
e) residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1; y 
 20 
en el que la(s) mutación/mutaciones por sustitución da(n) como resultado un aumento en la actividad de receptor 
nuclear de grupo H en respuesta a ligandos esteroideos y no esteroideos, con respecto a la actividad de un receptor 
nuclear de grupo H en el que el residuo de aminoácido en el residuo de aminoácido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina. 
 
4. Sistema de modulación de la expresión génica según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el 25 
dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución es un 
dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona. 
 
5. Sistema de modulación de la expresión génica según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el 
dominio de unión a ADN se selecciona del grupo que consiste en un dominio de unión a ADN de receptor de 30 
ecdisona, un dominio de unión a ADN de GAL4 y un dominio de unión a ADN de LexA. 
 
6. Sistema de modulación de la expresión génica según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el 
dominio de transactivación se selecciona del grupo que consiste en un dominio de transactivación de receptor de 
ecdisona, un dominio de transactivación de VP16, un dominio de transactivación de activador ácido B42 y un 35 
dominio de transactivación de p65. 
 
7. Casete de expresión génica que comprende un polinucleótido que codifica para un polipéptido que comprende un 
dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución; 
 40 
en el que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H procede de un receptor nuclear de grupo H 
seleccionado del grupo que consiste en un receptor de ecdisona, un receptor ubicuo, un receptor huérfano 1, un 
NER-1, un receptor nuclear de hormonas esteroideas 1, una proteína 15 de interacción de receptor retinoide X, un 
receptor hepático X , una proteína similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepático X, un receptor 
hepático X , un receptor farnesoide X, una proteína 14 de interacción de receptor, y un receptor de farnesol; 45 
 
en el que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un polinucleótido que 
comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución de un residuo de aminoácido, estando el 
residuo de aminoácido en una posición equivalente o análoga a: 
 50 
a) residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, 
 
b) residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, 
 
c) residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, 55 
 
d) residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o 
 
e) residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1; y 
 60 
en el que la(s) mutación/mutaciones por sustitución da(n) como resultado un aumento en la actividad de receptor 
nuclear de grupo H en respuesta a ligandos esteroideos y no esteroideos, con respecto a la actividad de un receptor 
nuclear de grupo H en el que el residuo de aminoácido en el residuo de aminoácido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina. 
 
8. Polinucleótido aislado que codifica para un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que 65 
comprende una mutación por sustitución, comprendiendo el polinucleótido aislado una mutación de codón que da 
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como resultado una sustitución de un residuo de aminoácido en una posición equivalente o análoga a: 
 
a) residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, 
 
b) residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, 5 
 
c) residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, 
 
d) residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, 
 10 
e) residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, o 
 
f) aminoácidos 107, 110 y 175 de SEQ ID NO: 1; y 
 
en el que la(s) mutación/mutaciones por sustitución da(n) como resultado un aumento en la actividad de receptor 15 
nuclear de grupo H en respuesta a ligandos esteroideos y no esteroideos, con respecto a la actividad de un receptor 
nuclear de grupo H en el que el residuo de aminoácido en el residuo de aminoácido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina. 
 
9. Polinucleótido aislado según la reivindicación 8, en el que la mutación por sustitución es V107l/A110P/R175E de 
SEQ ID NO: 1. 20 
 
10. Polinucleótido aislado que codifica para un dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona que comprende 
una mutación por sustitución, en el que el dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona carece de actividad 
de unión a esteroides y el polinucleótido que codifica para el dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona se 
hibrida con un polinucleótido que comprende una mutación de codón que da como resultado la mutación por 25 
sustitución V107l/A110P/R175E de SEQ ID NO: 1, en condiciones de hibridación que comprenden una etapa de 
hibridación en menos de 500 mM de sal y al menos 37 grados Celsius, y una etapa de lavado en 2XSSPE a al 
menos 63 grados Celsius. 
 
11. Vector de expresión que comprende el polinucleótido aislado según la reivindicación 8, operativamente unido a 30 
un elemento regulador de la transcripción. 
 
12. Célula huésped aislada que comprende el vector de expresión según la reivindicación 11, en la que el elemento 
regulador de la transcripción es operativo en la célula huésped. 
 35 
13. Polipéptido aislado codificado por el polinucleótido aislado según la reivindicación 8. 
 
14. Polipéptido aislado que comprende un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que 
comprende una mutación por sustitución, en el que la mutación por sustitución está en una posición equivalente o 
análoga a: 40 
 
a) residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, 
 
b) residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, 
 45 
c) residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, 
 
d) residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o 
 
e) residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1; y 50 
 
en el que la(s) mutación/mutaciones por sustitución da(n) como resultado un aumento en la actividad de receptor 
nuclear de grupo H en respuesta a ligandos esteroideos y no esteroideos, con respecto a la actividad de un receptor 
nuclear de grupo H en el que el residuo de aminoácido en el residuo de aminoácido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina. 
 55 
15. Método para modular la expresión de un gen en una célula huésped que comprende las etapas de: 
 
(a) introducir en la célula huésped un sistema de modulación de la expresión génica que comprende un casete de 
expresión génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende un polinucleótido que codifica para 
un polipéptido que comprende: 60 
 
i) un dominio de transactivación, 
 
ii) un dominio de unión a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresión ha de 
modularse, y 65 
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iii) un dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutación por sustitución; 
 
en el que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H procede de un receptor nuclear de grupo H 
seleccionado del grupo que consiste en un receptor de ecdisona, un receptor ubicuo, un receptor huérfano 1, un 
NER-1, un receptor nuclear de hormonas esteroideas 1, una proteína 15 de interacción de receptor retinoide X, 5 
receptores hepáticos X , una proteína similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepático X, un 
receptor hepático X , un receptor farnesoide X, una proteína 14 de interacción de receptor, y un receptor de 
farnesol; 
 
en el que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un polinucleótido que 10 
comprende una mutación de codón que da como resultado una sustitución de un residuo de aminoácido, estando el 
residuo de aminoácido en una posición equivalente o análoga a: 
 
a) residuo de aminoácido 107 de SEQ ID NO: 1, 
 15 
b) residuos de aminoácido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, 
 
c) residuos de aminoácido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, 
 
d) residuos de aminoácido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o 20 
 
e) residuos de aminoácido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1; y 
 
en el que la(s) mutación/mutaciones por sustitución da(n) como resultado un aumento en la actividad de receptor 
nuclear de grupo H en respuesta a ligandos esteroideos y no esteroideos, con respecto a la actividad de receptor 25 
nuclear de grupo H no mutado, y 
 
(b) introducir en la célula huésped un ligando; 
 
en el que el gen que va a modularse es un componente de un casete de expresión génica que comprende: 30 
 
i) un elemento de respuesta reconocido por el dominio de unión a ADN, 
 
ii) un promotor que se activa por el dominio de transactivación, y 
 35 
iii) un gen cuya expresión ha de modularse; 
 
mediante lo cual tras la introducción del ligando en la célula huésped, se modula la expresión del gen de b) iii). 
 
16. Método según la reivindicación 15, en el que el ligando es 40 
 
a) un compuesto de fórmula: 

 
en la que: 
 45 
E es un alquilo (C4-C6) que contiene un carbono terciario o un cianoalquilo (C3-O5) que contiene un carbono terciario; 
 
R1 es H, Me, Et, i-Pr, F, formilo, CF3, CHF2, CHCl2, CH2F, CH2Cl, CH2OH, CH2OMe, CH2CN, CN, C≡CH, 1-propinilo, 
2-propinilo, vinilo, OH, OMe, OEt, ciclopropilo, CF2CF3, CH=CHCN, alilo, azido, SCN o SCHF2; 
 50 
R2 es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, formilo, CF3, CHF2, CHCl2, CH2F, CH2Cl, CH2OK, CH2OMe, CH2CN, CN, C≡CH, 1-
propinilo, 2-propinilo, vinilo, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, O-n-Pr, OAc, NMe2, NEt2, SMe, SEt, SOCF3, OCF2CF2H, 
COET, ciclopropilo, CF2CF3, CH=CHCN, alilo, azido, OCF3, OCHF2, O-i-Pr, SCN, SCHF2, SOMe, NHCN, o está 
unido a R3 y los carbonos de fenilo a los que están unidos R2 y R3 para formar un etilendioxilo, un anillo dihidropirilo 
con el oxígeno adyacente a un carbono de fenilo, o un anillo dihidropirilo con el oxígeno adyacente a un carbono de 55 
fenilo; 
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R3 es H, Et, o está unido a R2 y los carbonos de fenilo a los que están unidos R2 y R3 para formar un etilendioxilo, un 
anillo dihidrofurilo con el oxígeno adyacente a un carbono de fenilo, o un anillo dihidropirilo con el oxígeno adyacente 
a un carbono de fenilo; 
 
R4, R5 y R6 son independientemente H, Me, Et, F, Cl, Br, formilo, CF3, CHF2, CHCl2, CH2F, CH2CI, CH2OH, CN, 5 
C≡CH, 1-propinilo, 2-propinilo, vinilo, OMe, OEt, SMe, o SEt; o 
 
b) una ecdisona, 20-hidroxiecdisona, ponasterona A, muristerona A, un oxiesterol, un 22(R)-hidroxicolesterol, 24(S)-
hidroxicolesterol, 25-epoxicolesterol, T0901317, 5-alfa-6-alfa-epoxicolesterol-3-sulfato, 7-cetocolesterol-3-sulfato, 
farnesol, un ácido biliar, un éster de 1,1-bifosfonato, o una hormona juvenil III. 10 
 
17. Método según la reivindicación 15 ó 16, que comprende además introducir en la célula huésped un segundo 
ligando, en el que el segundo ligando es ácido 9-cis-retinoico o un análogo sintético de un ácido retinoico. 
 
18. Célula huésped aislada que comprende el sistema de modulación de la expresión génica según una cualquiera 15 
de las reivindicaciones 1 a 6. 
 
19. Organismo no humano que comprende la célula huésped según la reivindicación 18. 
 
20. Sistema de modulación de la expresión génica según la reivindicación 1, en el que la mutación por sustitución es 20 
una mutación por sustitución V107I, V107I/R175E, V107I/Y127E, V107I/Y127E/R175E o T52V/V107I/R175E de SEQ 
ID NO: 1. 
 
21. Sistema de modulación de la expresión génica según la reivindicación 3, en el que la mutación por sustitución es 
una mutación por sustitución V107I, V107I/R175E, V107I/Y127E, V107I/Y127E/R175E o T52V/V107I/VR175E de 25 
SEQ ID NO: 1. 
 
22. Polinucleótido aislado según la reivindicación 8, en el que la mutación de codón da como resultado una mutación 
por sustitución, mutación por sustitución V107I, V107I/R175E, V107I/Y127E, V107I/Y127E/R175E o 
T52V/V107I/R175E de SEQ ID NO: 1. 30 
 
23. Polipéptido aislado según la reivindicación 14, en el que la mutación por sustitución es una mutación por 
sustitución V107I, V107l/R175E, V107I/Y127E, V107I/Y127E/R175E o T52V/V107I/R175E de SEQ ID NO: 1. 
 
24. Sistema de modulación de la expresión génica según la reivindicación 1, en el que la mutación por sustitución es 35 
una mutación por sustitución V107I/Y127E de SEQ ID NO: 1. 
 
25. Sistema de modulación de la expresión génica según la reivindicación 3, en el que la mutación por sustitución es 
una mutación por sustitución V107I/Y127E de SEQ ID NO: 1. 
 40 
26. Polinucleótido aislado según la reivindicación 8, en el que la mutación por sustitución es una mutación por 
sustitución V107I//Y127E de SEQ ID NO: 1. 
 
27. Polipéptido aislado según la reivindicación 14, en el que la mutación por sustitución es una mutación por 
sustitución V107I/Y127E de SEQ ID NO: 1. 45 
 
28. Casete de expresión génica según la reivindicación 7, en el que la mutación por sustitución es una mutación por 
sustitución V107I, V107I/R175E, V107I/Y127E, V107I/Y127E/R175E o T52V/V107I/R175E de SEQ ID NO: 1. 
 
29. Casete de expresión génica según la reivindicación 28, en el que la mutación por sustitución es una mutación 50 
por sustitución V107I/Y127E de SEQ ID NO: 1. 
 
30. Vector que comprende el sistema de modulación de la expresión génica según las reivindicaciones 1-6, 20, 21, 
24 ó 25, el polinucleótido aislado según las reivindicaciones 8-10, 22 ó 26, o el casete de expresión génica según las 
reivindicaciones 7, 28 ó 29. 55 
 
31. Célula huésped aislada que comprende el vector según la reivindicación 30. 
 
32. Método según la reivindicación 15, que comprende además un segundo dominio de unión a ligando de receptor 
nuclear seleccionado del grupo que consiste en un dominio de unión a ligando de receptor retinoide X de vertebrado, 60 
un dominio de unión a ligando de receptor retinoide X de invertebrado, un dominio de unión a ligando de proteína 
ultraespiráculo, y un dominio de unión a ligando quimérico que comprende dos fragmentos de polipéptido, en el que 
el primer fragmento de polipéptido procede de un dominio de unión a ligando de receptor retinoide X de vertebrado, 
un dominio de unión a ligando de receptor retinoide X de invertebrado, o un dominio de unión a ligando de proteína 
ultraespiráculo, y el segundo fragmento de polipéptido procede de un dominio de unión a ligando de receptor 65 
retinoide X de vertebrado diferente, dominio de unión a ligando de receptor retinoide X de invertebrado, o dominio de 
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unión a ligando de proteína ultraespiráculo. 
 
33. Método según la reivindicación 15, en el que el dominio de unión a ligando de receptor nuclear de grupo H que 
comprende una mutación por sustitución es un dominio de unión a ligando de receptor de ecdisona. 
 5 
34. Método según la reivindicación 15, en el que el dominio de unión a ADN se selecciona del grupo que consiste en 
un dominio de unión a ADN de receptor de ecdisona, un dominio de unión a ADN de GAL4, y un dominio de unión a 
ADN de LexA. 
 
35. Método según la reivindicación 15, en el que el dominio de transactivación se selecciona del grupo que consiste 10 
en un dominio de transactivación de receptor de ecdisona, un dominio de transactivación de VP16, un dominio de 
transactivación de activador ácido B42, y un dominio de transactivación de p65. 
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