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DESCRIPCION

Receptores mutantes por sustitucion novedosos y su uso en un sistema de expresion génica inducible basado en
receptores nucleares

Campo de la invencion

Esta invencion se refiere al campo de biotecnologia o ingenieria genética. Especificamente, esta invencion se refiere
al campo de la expresion génica. Mas especificamente, esta invencion se refiere a receptores nucleares novedosos
que comprenden una mutacion por sustitucion y a su uso en un sistema de expresidon génica inducible basado en
receptores nucleares y a métodos de modulacién de la expresion de un gen dentro de una célula huésped usando
este sistema de expresion génica inducible.

Antecedentes de lainvencion

La mencion de cualquier referencia en el presente documento no debe interpretarse como una admision de que tal
referencia esta disponible como “técnica anterior” para la presente solicitud.

En el campo de ingenieria genética, el control preciso de la expresion génica es una herramienta valiosa para
estudiar, manipular y controlar el desarrollo y otros procesos fisioldgicos. La expresion génica es un proceso
biolégico complejo que implica varias interacciones proteina-proteina especificas. Con el fin de desencadenar la
expresion génica, de modo que se produzca el ARN necesario como primera etapa en la sintesis de proteinas, debe
colocarse un activador de la transcripcion en proximidad de un promotor que controla la transcripcion génica.
Normalmente, el propio activador de la transcripcion esta asociado con una proteina que tiene al menos un dominio
de union a ADN que se une a sitios de unidon a ADN presentes en las regiones promotoras de genes. Por tanto, para
que se produzca la expresion génica, una proteina que comprende un dominio de unién a ADN y un dominio de
transactivacion ubicados a una distancia apropiada del dominio de unién a ADN deben colocarse en la posicidon
correcta en la region promotora del gen.

El enfoque transgénico tradicional utiliza un promotor especifico de tipo celular para dirigir la expresién de un
transgén disefiado. 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 transcripcion, se produce la expresion del transgén en un
tipo celular dado.

Otros medios para regular la expresion de genes foraneos en células es a través de promotores inducibles. Los
ejemplos del uso de tales promotores inducibles incluyen el promotor PR1-a, sistemas de represor-operador
procariotas, sistemas de inmunosupresor-inmunofilina y sistemas de activacién de la transcripcion de eucariotas
superiores tales como sistemas de receptores de hormonas esteroideas y se describen a continuacion.

El promotor PR1-a del tabaco se induce durante la respuesta de resistencia adquirida sistémica tras un ataque de de
patégenos. El uso de PR1-a puede limitarse debido a que a menudo responde a materiales endégenos y factores
externos tales como patdgenos, radiacion UV-B y contaminantes. Se han descrito sistemas de regulacion génica
basados en promotores inducidos por choque térmico, interferéon 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 expresion de genes no
diana. Estos sistemas también tienen brechas.

Los sistemas de represor-operador procariotas utilizan proteinas represoras bacterianas y las secuencias de ADN de
operador Unicas a las que estan 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 expresion génica. En
el sistema Tet, la tetraciclina se une a la proteina represora TetR, dando como resultado un cambio conformacional
que libera la proteina represora del operador que como resultado permite que se produzca la transcripcion. En el
sistema Lac, se activa un operén lac en respuesta a la presencia de lactosa, o analogos sintéticos tales como
isopropil-b-D-tiogalactésido. Desafortunadamente, el uso de tales sistemas se ve restringido por la quimica inestable
de los ligandos, es decir tetraciclina y lactosa, su toxicidad, su presencia natural o los niveles relativamente altos
requeridos para la induccion o represion. 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 informacion, se ha ideado una estrategia general para juntar dos cualesquiera proteinas
simplemente colocando FK506 en cada una de las dos proteinas o colocando FK506 en una y ciclosporina A en
otra. Entonces puede usarse un homodimero sintético de FK506 (FK1012) o un compuesto resultante de la fusion de
FK506-ciclosporina (FKCsA) para inducir la dimerizacion de estas moléculas (Spencer et al., 1993, Science 262:
1019-24; Belshaw et al., 1996 Proc Natl Acad Sci USA 93: 4604-7). Se usaron el dominio de unién a ADN de Gal4
fusionado al dominio activador FKBP12 y VP16 fusionado a ciclofilina, y el compuesto FKCsA, para mostrar la
heterodimerizacion y activacién de un gen indicador bajo el control de un promotor que contenia los sitios de union
de Gal4. Desafortunadamente, este sistema incluye inmunosupresores que pueden tener efectos secundarios no
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deseados y, por tanto, se limita su uso para diversas aplicaciones de interruptor génico en mamiferos.

También se han empleado sistemas de activacion de la transcripcion de eucariotas superiores tales como sistemas
de receptores de hormonas esteroideas. Los receptores de hormonas esteroideas son miembros de la superfamilia
de receptores nucleares y se encuentran en células de vertebrados e invertebrados. Desafortunadamente, el uso de
compuestos esteroideos que activan los receptores para la regulacion de la expresion génica, particularmente en
plantas y mamiferos, se ve limitada debido a su implicacion en muchas otras rutas biolégicas naturales en tales
organismos. Con el fin de superar tales dificultades, se ha desarrollado un sistema alternativo usando receptores de
ecdisona de insectos (EcR).

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 proteina ultraespiraculo (USP).
EcR es un miembro de la superfamilia de receptores esteroideos nucleares que se caracteriza por un ADN firma y
dominios de unidn a ligando, y un dominio de activacion (Koelle et al. 1991, Cell, 67:59-77). Los receptores EcR son
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.° PCT/EP96/00686 y la patente de EE.UU. 5.530.028). Ambos
analogos tienen perfiles de seguridad excepcionales frente a otros organismos.

El receptor de ecdisona de insecto (EcR) se heterodimeriza con ultraespiraculo (USP), el homdlogo de insectos del
RXR de mamiferos, y se une a ecdiesteroides y a elementos de respuesta a receptores de ecdisona y activan la
transcripcion de genes sensibles a ecdisona (Riddiford et al., 2000). Los complejos EcR/USP/ligando desemperian
papeles importantes durante la reproduccion y el desarrollo de insectos. El ECR es un miembro de la superfamilia de
receptores de hormonas esteroideas y tiene cinco dominios modulares, dominios A/B (transactivacion), C (union a
ADN, heterodimerizacion)), D (bisagra, heterodimerizaciéon), E (unién a ligando, heterodimerizacion vy
transactivacion) y F (transactivacion). Algunos de estos dominios tales como A/B, C y E conservan su funcién
cuando se fusionan con otras proteinas.

Sistemas de expresion génica inducible estrechamente regulados o “interruptores génicos” son Uutiles para diversas
aplicaciones tales como terapia génica, produccién a gran escala de proteinas en células, ensayos de seleccion de
alto rendimiento basados en células, gendmica funcional y regulacion de los rasgos en plantas y animales
transgénicos.

La primera version del interruptor génico basado en EcR usaba EcR de Drosophilia melanogaster (DmEcR) y RXR
de Mus musculus (MmRXR) y mostré que estos receptores en presencia de esteroide, ponasterona A, transactivan
genes indicadores en lineas celulares de mamiferos 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, inducia
un alto nivel de transactivacion de genes indicadores en células de mamifero a través del EcCR de Bombyx mori
(BmECcR) en ausencia de pareja de heterodimero exdégena.

Las solicitudes internacionales de patente n.° PCT/US97/05330 (documento WO 97/38117) y n.° PCT/US99/08381
(documento WO 99/58155) dan a conocer métodos para modular la expresion de un gen exdgeno en el que un
constructo de ADN que comprende el gen exdgeno y un elemento de respuesta a ecdisona se activa por un segundo
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 expresion génica. Se aislé el receptor de ecdisona de eleccién de Drosophila
melanogaster. Normalmente, tales sistemas requieren la presencia de la pareja silenciosa, preferiblemente receptor
retinoide X (RXR), con el fin de proporcionar activaciéon optima. En células de mamiferos, el receptor de ecdisona de
insectos (EcR) se heterodimeriza con el receptor retinoide X (RXR) y regula la expresion de genes diana de una
manera dependiente del ligando. La solicitud internacional de patente n.° 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 mamiferos sin la necesidad de una pareja de dimero exdgena.

La patente de EE.UU. n.° 6.265.173 B1 da a conocer que diversos miembros de la superfamilia esteroidea/tiroidea
de receptores pueden combinarse con el receptor de ultraespiraculo (USP) de Drosophila melanogaster o
fragmentos del mismo que comprenden al menos el dominio de dimerizacion de USP para su uso en un sistema de
expresion génica. La patente de EE.UU. n.° 5.880.333 da a conocer un sistema de heterodimero de EcR y
ultraespiraculo (USP) de Drosophila melanogaster usado en plantas en el que el dominio de transactivacién y el
dominio de union a ADN estan situados en dos proteinas hibridas diferentes. Desafortunadamente, estos sistemas
basados en USP son constitutivos en células animales y, por tanto, no son eficaces para regular la expresion de
genes indicadores.

En cada uno de estos casos, se incorporaron el dominio de transactivacion y el dominio de unién a ADN (o bien
como EcR nativo como en la solicitud internacional de patente n.° PCT/US98/14215 o bien como EcR modificado
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como en la solicitud internacional de patente n.° 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 regulacion 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
plantas como animales (véase la patente de EE.UU. n.° 5.880.333). Por tanto, existe una necesidad en la técnica de
sistemas basados en EcR mejorados para modular de manera precisa la expresién de genes exdgenos en tanto
plantas como animales. Tales sistemas mejorados serian Utiles para aplicaciones tales como terapia génica,
produccién de proteinas y anticuerpos a gran escala, ensayos de seleccidon de alto rendimiento basado en células,
gendmica funcional y regulacion de rasgos en animales transgénicos. Para determinadas aplicaciones tales como
terapia génica, puede ser deseable tener un sistema de expresion 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 econdmicos, faciimente
disponibles y de baja toxicidad para el huésped serian utiles para regular sistemas bioldgicos.

Recientemente, los solicitantes han mostrado que un sistema de expresién génica inducible basado en receptor de
ecdisona en el que los dominios de union a ADN y de transactivacion estan separados entre si colocandolos en dos
proteinas 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 hibridos es un sistema de modulaciéon de la expresidén génica inducible
significativamente mejorado en comparacion con los dos sistemas dados a conocer en las solicitudes
PCT/US97/05330 y PCT/US98/14215. El sistema de dos hibridos se aprovecha de la capacidad de un par de
proteinas de interaccién para colocar el dominio de activacion de la transcripcion en una posicion mas favorable con
respecto al dominio de unién a ADN de modo que cuando el dominio de unién a ADN se une al sitio de uniéon a ADN
en el gen, el dominio de transactivacion activa mas eficazmente al promotor (véase, por ejemplo, la patente de
EE.UU. n.° 5.283.173). En resumen, el sistema de expresion génica de dos hibridos comprende dos casetes de
expresion génica; el primer que codifica para un dominio de unién a ADN fusionado a un polipéptido de receptor
nuclear, y el segundo que codifica para un dominio de transactivacion fusionado a un polipéptido de receptor nuclear
diferente. En presencia de ligando, la interaccion del primer polipéptido con el segundo polipéptido une eficazmente
el dominio de unién a ADN al dominio de transactivacion. Puesto que los dominios de transactivacion y de union a
ADN residen en dos moléculas diferentes, la actividad de fondo en ausencia del ligando se reduce enormemente.

Un sistema de dos hibridos también proporciona sensibilidad mejorada a ligandos no esteroideos, por ejemplo,
diacilhidrazinas, en comparacién con ligandos esteroideos, por ejemplo, ponasterona A (“PonA”) o muristerona A
(“MurA”). Es decir, en comparacion con esteroides, los ligandos no esteroideos proporcionan actividad superior a
una concentracién inferior. Ademas, puesto que la transactivacion basada en interruptores génicos de EcR es a
menudo dependiente de linea celular, es mas facil adaptar sistemas de interrupcién para obtener una capacidad de
transactivacion maxima para cada aplicacion. Ademas, el sistema de dos hibridos evita algunos efectos secundarios
debido a la sobreexpresion de RXR que a menudo se producen cuando se usa RXR no modificado como pareja de
interrupcion. En un sistema de dos hibridos preferido, se eliminan los dominios de transactivacion y de unién a ADN
de EcR o RXR y, como resultado, estas moléculas hibridas 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
en el presente documento “receptores nucleares de grupo H”). Los miembros de cada grupo comparten una
identidad de aminoacidos del 40-60% en el dominio E (unién a ligando) (Laudet et al., A Unified Nomenclature
System for the Nuclear Receptor Subfamily, 1999; Cell 97: 161-163). Ademas 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), proteina 15 de interaccion de RXR (RIP-15),
receptor hepatico X B (LXRp), proteina similar al receptor de hormonas esteroideas (RLD-1), receptor hepatico X
(LXR), receptor hepatico X o (LXRa), receptor farnesoide X (FXR), proteina 14 de interaccion de receptor (RIP-14) y
receptor de farnesol (HRR-1).

El documento WO 96/27673 da a conocer un método de control de la expresion génica en plantas. El método
comprende obtener una planta transgénica que comprende al menos dos casetes de expresion de receptor y al
menos un casete de expresion de diana.

Para desarrollar un sistema de expresion génica inducible basado en receptores nucleares de grupo H mejorado en
el que se madifica la unién a ligando o especificidad de ligando, los solicitantes crearon varios ECR mutantes por
sustitucion que comprenden residuos de aminoacido sustituidos en el dominio de union a ligando (LBD). Se us6 un
enfoque de acoplamiento y modelado de homologia para predecir residuos criticos que median en la unién de
ecdiesteroides y moléculas distintas de ecdiesteroides al LBD de EcR. Se evaluaron estos EcCR mutantes por
sustitucion en ensayos de union a ligando y transactivacion. Tal como se presenta en el presente documento, los
receptores nucleares mutantes por sustitucidon novedosos de los solicitantes y su uso en un sistema de expresion
génica inducible basado en receptores nucleares proporcionan un sistema de expresion 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
transactivacion pueden seleccionarse segun se desee, dependiendo de la aplicacion.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Unién del ligando ®H-RH2485 in vitro del mutante de CfEcR A110P de longitud completa mientras que la
union de esteroides se altera completamente. Los valores de unién de ligando se expresan como cuentas
especificas (dpm especificas).

Figura 2: Transactivacion de genes indicadores a través de GAL4/CfEcR-ABCDEF (CfEcR de longitud completa) o
sus constructos de version mutante GAL4/A110P transfectados en células NIH3T3 junto con VP16LmUSP-EF y
pFRECRE por PonA o GS™-E. Los numeros en la parte superior de las barras indican el aumento en veces con
respecto a los niveles de DMSO.

Figura 3: Transactivacion de genes indicadores a través de IE1VP16/CfECRCDEF (ejemplo 1.5) o sus constructos de
version mutante VP16/A110P (ejemplo 1.6) transfectados en células L57 junto con indicador de pMK43.2 por 20E o
GS™-E. Los numeros en la parte superior de las barras indican el aumento en veces con respecto a los niveles de
DMSO.

Figura 4: Transactivacion de genes indicadores a través de GAL4/CfEcR-A/BCDEF (CfEcR de longitud completa) o
sus constructos de version mutante GAL4/A110 (A110S, A110P, A110L, y A110M) transfectados en células NIH3T3
junto con VP16LmUSP-EF y pFRECRE por PonA o GS™-E. Los nimeros en la parte superior de las barras indican
aumento en veces con respecto a los niveles de DMSO.

Figura 5: Union del ligando ®*H-PonA in vitro de CfEcR-A/BCDEF de tipo natural (CFECR de longitud completa) o sus
versiones mutantes A110 (A110S, A110P, A110L y A110M). Los valores de unién de ligando se expresan como
cuentas especificas (dpm especificas).

Figura 6: Union del ligando *H-RHTAB85 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
especificas (dpm especificas).

Descripcion detallada de la invencién

Los solicitantes describen en el presente documento la construccién de receptores nucleares de grupo H que
comprenden mutaciones por sustituciéon (denominadas en el presente documento “mutantes por sustitucion”) en
residuos de aminoacido que estan implicados en la unién de ligando a un dominio de unién a ligando de receptor
nuclear de grupo H que afecta a la sensibilidad al ligando y a la magnitud de induccion del receptor nuclear de grupo
H y la demonstracion de que estos receptores nucleares mutantes por sustitucion son utiles en métodos de
modulacion de la expresion génica.

Especificamente, los solicitantes han desarrollado un sistema de expresion génica inducible basado en receptores
nucleares novedoso que comprende un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende
una mutacioén por sustitucion. Los solicitantes han mostrado que el efecto de una mutacioén por sustitucion de este
tipo puede aumentar o reducir la actividad de unién a ligando o sensibilidad al ligando y el ligando puede ser un
compuesto esteroideo o no esteroideo especifico. Por tanto, la invencién de los solicitantes proporciona un sistema
de expresion génica inducible basado en receptores nucleares de grupo H util para modular la expresion de un gen
de interés en una célula huésped. En una realizacién particularmente deseable, la descripcién proporciona un
sistema de expresion génica inducible basado en receptor de ecdisona que responde Unicamente a o bien ligando
esteroideo o bien ligando no esteroideo. Ademas, la presente invencion también proporciona un sistema de
expresion génica inducible basado en receptor de ecdisona sensible a ligando no esteroideo mejorado. Por tanto, el
sistema de expresion génica inducible novedoso de los solicitantes y su uso en métodos de modulaciéon de la
expresion génica en una célula huésped superan las limitaciones de sistemas de expresion inducibles disponibles
actualmente y proporcionan al experto medios eficaces para controlar la expresion génica.

La presente invencion es util para aplicaciones tales como terapia génica, produccion de proteinas y anticuerpos a
gran escala, ensayos de seleccién de alto rendimiento basados en células, ensayos de seleccion de ligandos
ortogonales, genémica, protedmica, metabolémica funcional y regulacion de rasgos en organismos transgénicos, en
los que es deseable niveles de control de la expresion génica. Una ventaja de la invencion de los solicitantes es que
proporciona un medio para regular la expresiéon génica y adaptar los niveles de expresion para adecuarse a los
requisitos del usuario.

La presente invencion proporciona un sistema de modulacion de la expresion génica que comprende un casete de
expresion génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende un polinucledtido que codifica para
un polipéptido que comprende:
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i) un dominio de transactivacion;

ii) un dominio de unién a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresion va a
modularse; y

iii) un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion; en el
que el dominio de unién 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 proteina 15 de interaccion de receptor retinoide X,
receptores hepaticos X B, una proteina similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepatico X, un
receptor hepatico X a, un receptor farnesoide X, una proteina 14 de interacciéon de receptor y un receptor de
farnesol,

en el que el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H esta codificado por un polinucleétido que
comprende una mutacion de coddn que da como resultado una sustitucién de un residuo de aminoacido, estando el
residuo de aminoacido en una posicion equivalente o analoga a

a) el residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1,

b) los residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,

c) los residuos de aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1,

d) los residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o

e) los residuos de aminoégcido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,y

en el que la(s) mutacién/mutaciones por sustitucion 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 aminoacido en el residuo de aminoacido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un sistema de modulacién de la expresién génica que
comprende:

a) un primer casete de expresion génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende un
polinucledtido que codifica para un primer polipéptido que comprende:

i) un dominio de unién a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresion va a
modularse; y

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

b) un segundo casete de expresién génica que puede expresarse en la célula huésped que comprende un
polinucledtido que codifica para un segundo polipéptido que comprende:

i) un dominio de transactivacion; y
ii) un dominio de unién a ligando de receptor nuclear

en el que uno de los dominios de unién a ligando de receptor nuclear es un dominio de unién a ligando de receptor
nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustitucion;

en el que el dominio de unién 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 proteina 15 de interaccion de receptor retinoide X, un
receptor hepatico X B, una proteina similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepatico X, un receptor
hepatico X a, un receptor farnesoide X, una proteina 14 de interaccion de receptor y un receptor de farnesol, en el
que el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H esta codificado por un polinucleétido que
comprende una mutaciéon de codon que da como resultado una sustitucion de un residuo de aminoacido, estando el
residuo de aminoacido en una posicion equivalente o analoga a

a) el residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1,
b) los residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,

c) los residuos de aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1,
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d) los residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, 0
e) los residuos de aminoacido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,y

en el que la(s) mutacidon/mutaciones por sustitucion 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 aminoacido en el residuo de aminoacido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina.

En un aspecto adicional, la presente invenciéon proporciona un casete de expresion génica que comprende un
polinucledtido que codifica para un polipéptido que comprende un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de
grupo H que comprende una mutacion por sustitucién; en el que el dominio de unién 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 proteina
15 de interaccion de receptor retinoide X, un receptor hepético X 8, una proteina similar al receptor de hormonas
esteroideas, un receptor hepatico X, receptores hepaticos X «, un receptor farnesoide X, una proteina 14 de
interaccion de receptor y un receptor de farnesol, en el que el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de
grupo H esta codificado por un polinucleétido que comprende una mutacién de codén que da como resultado una
sustitucion de un residuo de aminoacido, estando el residuo de aminoacido en una posicion equivalente o analoga a

a) el residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1,

b) los residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,

c) los residuos de aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1,

d) los residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, 0

e) los residuos de aminoacido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: |, y

en el que la(s) mutaciéon/mutaciones por sustitucion 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 aminoacido en el residuo de aminoacido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina.
En otro aspecto, la presente invencion proporciona un polinucleétido aislado que codifica para un dominio de unién a
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutaciéon por sustitucion, comprendiendo el
polinucledtido aislado una mutacion de coddn que da como resultado una sustitucion de un residuo de aminoacido
en una posicion equivalente o analoga a

a) el residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1,

b) los residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,

¢) los residuos de aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1,

d) los residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1,

e) los residuos de aminoacido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, o

f) los aminoacidos 107, 110y 175 de SEQ ID NO: 1,y

en el que la(s) mutacidon/mutaciones por sustitucion 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 aminoacido en el residuo de aminoacido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina.
En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un polinucleétido aislado que codifica para un dominio de
union a ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutacién por sustitucion, en el que el dominio de union
a ligando de receptor de ecdisona carece de actividad de unién a esteroides y el polinucleétido que codifica para el
dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona se hibrida con un polinucleétido que comprende una mutacion
de codon que da como resultado la mutacion por sustitucion, mutacion por sustitucion V1071/A110P/R175E de SEQ
ID NO: 1, en condiciones de hibridacion que comprenden una etapa de hibridacién 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 invencién proporciona, en otro aspecto, un vector de expresion que comprende el polinucleétido aislado
de la presente invencion operativamente unido a un elemento regulador de la transcripcion.
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La presente invencion proporciona, en un aspecto adicional, una célula huésped aislada que comprende el vector de
expresion de la presente invencion, en la que el elemento regulador de la transcripcidon es operativo en la célula
huésped.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un polipéptido aislado codificado por el polinucleétido aislado
segun la presente invencion.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un polipéptido aislado que comprende un dominio de
union a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustitucion, estando la mutacion
por sustitucién en una posicion equivalente o andloga a

a) el residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1,

b) los residuos de aminoéacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,

c) los residuos de aminoéacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1,

d) los residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o

e) los residuos de aminoacido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,y

en el que la(s) mutacidon/mutaciones por sustitucion 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 aminoacido en el residuo de aminoacido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método de modulaciéon de la expresién de un gen en una
célula huésped que comprende las etapas de:

a) introducir en la célula huésped un sistema de modulaciéon de la expresién génica que comprende un casete de
expresion génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende un polinucledtido que codifica para
un polipéptido que comprende:

i) un dominio de transactivacion;

ii) un dominio de unién a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresion va a
modularse; y

ii) un dominio de unioén a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion;

en el que el dominio de unién 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 proteina 15 de interaccidon de receptor retinoide X,
receptores hepaticos X B, una proteina similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepatico X, un
receptor hepatico X a, un receptor farnesoide X, una proteina 14 de interacciéon de receptor y un receptor de
farnesol,

en el que el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H esta codificado por un polinucleétido que
comprende una mutacion de coddon que da como resultado una sustitucién de un residuo de aminoacido, estando el
residuo de aminoacido en una posicion equivalente o analoga a

a) el residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1,

b) los residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,

c) los residuos de aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1,

d) los residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o

e)los residuos de aminoéacido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,y

en el que la(s) mutaciéon/mutaciones por sustitucion 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;
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en el que el gen que va a modularse es un componente de un casete de expresion génica que comprende:

i) un elemento de respuesta reconocido por el dominio de unién a ADN;

ii) un promotor que se activa por el dominio de transactivacion; y

iii) un gen cuya expresion ha de modularse;

mediante lo cual tras la introduccion del ligando en la célula huésped, se modula la expresion del gen de b) iii).

La presente invencion proporciona, en un aspecto adicional, una célula huésped aislada que comprende el sistema
de modulacién de la expresidon génica segun la presente invencion.

La presente invencién proporciona, en otro aspecto, un organismo no humano que comprende la célula huésped de
la presente invencion.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un vector que comprende el sistema de modulacién de la
expresion génica de la presente invencion, el polinucledtido aislado de la presente invencion o el casete de
expresion génica de la presente invencion.

La presente invencion proporciona, en otro aspecto, una célula huésped aislada que comprende el vector de la
presente invencion.

Definiciones

En esta descripcion, se usan varios términos y abreviaturas. Se proporcionan las siguientes definiciones y deben ser
utiles en el entendimiento del alcance y la practica de la presente invencion.

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

El término “sustancialmente libre” significa que una composicién que comprende “A” (en la que “A” es una proteina,
molécula de ADN, vector, célula huésped recombinante individual, etc.) esta sustancialmente libre de “B” (en la que
“B” comprende una o mas proteinas, moléculas de ADN, vectores contaminantes, etc.) cuando al menos
aproximadamente el 75% en peso de las proteinas, ADN, vectores (dependiendo de la categoria de las especies a la
que pertenecen Ay B) en la composicion es “A”. Preferiblemente, “A” comprende al menos aproximadamente el 90%
en peso de las especies A + B en la composicion, lo mas preferiblemente al menos aproximadamente el 99% en
peso. También se prefiere que una composicion, que esta sustancialmente libre de contaminacion, contenga sélo
una unica especie en peso molecular que tiene la actividad o caracteristica de las especies de interés.

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

Un polinucledtido esta en el estado “purificado” tras la purificacion del material de partida o del material natural en al
menos un orden de magnitud, preferiblemente 2 6 3 y preferiblemente 4 6 5 érdenes de magnitud.

Un “acido nucleico” es un compuesto polimérico compuesto por subunidades unidas de manera covalente
denominadas nucleétidos. El acido nucleico incluye acido polirribonucleico (ARN) y acido polidesoxirribonucleico
(ADN), ambos de los cuales pueden ser monocatenarios o bicatenarios. ADN incluye pero no se limita a ADNc, ADN
gendmico, ADN plasmidico, ADN sintético y ADN semisintético. EI ADN puede ser lineal, circular o superenrollado.

Una “molécula de acido nucleico” se refiere a la forma polimérica de éster de fosfato de ribonucleésidos (adenosina,
guanosina, uridina o citidina; “moléculas de ARN”) o desoxirribonucledsidos (desoxiadenosina, desoxiguanosina,
desoxitimidina o desoxicitidina; “moléculas de ADN”), o cualquier analogo 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 acido nucleico, y en particular molécula de ADN o
ARN, se refiere sélo 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 restriccion), plasmidos y cromosomas. Al discutir la estructura de moléculas de ADN
bicatenarias particulares, las secuencias pueden describirse en el presente documento segun la convencién normal
de proporcionar soélo la secuencia en la direcciéon de 5’ a 3’ a lo largo de la hebra no transcrita de ADN (es decir, la
hebra que tiene una secuencia homologa al ARNm). Una “molécula de ADN recombinante” es una molécula de ADN
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que ha experimentado una manipulacién biolégica molecular.

Se entendera que el término “fragmento” significa una secuencia de nucleétidos de longitud reducida con respecto al
acido nucleico de referencia y que comprende, a lo largo de la parte comun, una secuencia de nucleétidos idéntica al
acido nucleico de referencia. Un fragmento de acido nucleico de ese tipo segun la descripcién puede incluirse,
cuando sea apropiado, en un polinucleétido mas grande del cual es un constituyente. Tales fragmentos comprenden,
o alternativamente consisten en, oligonucleétidos 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 6 1500 nucledtidos consecutivos de un acido nucleico segun la descripcion.

Tal como se usa en el presente documento, un “fragmento de acido nucleico aislado” es un polimero de ARN o ADN
que es mono o bicatenario, que contiene opcionalmente bases de nucledtidos sintéticas, no naturales o alteradas.
Un fragmento de acido nucleico aislado en forma de un polimero de ADN puede estar compuesto por uno o mas
segmentos de ADNc, ADN genémico o ADN sintético.

Un “gen” se refiere a un conjunto de nucledtidos que codifica para un polipéptido, e incluye acidos nucleicos de
ADNc y ADN genomico. “Gen” también se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa una proteina o
polipéptido especifico, 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
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
diferentes fuentes. “Gen endégeno” se refiere a un gen nativo en su ubicacion natural en el genoma de un
organismo. Un gen “foraneo” o gen “heterdlogo” 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 foraneos
pueden comprender genes nativos insertados en un organismo no nativo, o genes quiméricos. Un “transgén” es un
gen que se ha introducido en el genoma mediante un procedimiento de transformacion.

ADN “heterdlogo” se refiere a ADN no ubicado de manera natural en la célula, o en un sitio cromosémico de la
célula. Preferiblemente, el ADN heterologo incluye un gen foraneo a la célula.

El término “genoma” incluye ADN o ARN cromosémico asi como mitocondrial, de cloroplastos y viral.

Una molécula de acido nucleico “puede hibridarse” con otra molécula de acido nucleico, tal como un ADNc, ADN
genomico o ARN, cuando una forma monocatenaria de la molécula de acido nucleico puede aparearse con la otra
molécula de acido nucleico en condiciones apropiadas de temperatura y fuerza iénica en disolucion (véase
Sambrook et al., 1989 més adelante). Se conocen bien condiciones de hibridacion y lavado y se muestran a modo
de ejemplo en Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicion,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor (1989), particularmente el capitulo 11 y la tabla 11.1 en
ese documento. Las condiciones de temperatura y fuerza iénica determinan la “rigurosidad” de la hibridacion.

Las condiciones de rigurosidad pueden ajustarse para seleccionar de fragmentos moderadamente similares, tales
como secuencias homdlogas de organismos relacionados de forma distante, a fragmentos altamente similares, tales
como genes que duplican enzimas funcionales de organismos estrechamente relacionados. Para la seleccion
preliminar de &acidos nucleicos homélogos, pueden usarse condiciones de hibridacion de baja rigurosidad, que
corresponden a una T, de 55°, 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 hibridacién de rigurosidad moderada corresponden a una Tn,
superior, por ejemplo, formamida al 40%, con 5x o 6x SCC. Las condiciones de hibridacién de alta rigurosidad
corresponden a la T mas alta, por ejemplo, formamida al 50%, 5x o 6x SCC.

La hibridacién requiere que los dos acidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque dependiendo
de la rigurosidad de la hibridacién, son posibles apareamientos erréneos entre bases. El término “complementario”
se usa para describir la relacion entre bases de nucleétidos que pueden hibridarse entre si. Por ejemplo, con
respecto al ADN, la adenosina es complementaria a la timina y la citosina es complementaria a la guanina. Por
consiguiente, la descripcion también incluye fragmentos de acido nucleico aislados que son complementarios a las
secuencias completas tal como se da a conocer o se usa en el presente documento asi como las secuencias de
acido nucleico sustancialmente similares.

En una realizaciéon especifica se detectan polinucleétidos empleando condiciones de hibridacion que comprenden
una etapa de hibridacion a T, de 55°C, y utilizando condiciones tal como se expuso anteriormente. En una
realizacion preferida, la T, es de 60°C; en una realizacion mas preferida, la T, es de 63°C; en una realizacion
incluso mas preferida, la Tr, es de 65°C.
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Los lavados tras la hibridacién 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 45°C durante 30 minutos y entonces se repiten dos
veces con 0,2X SSC, SDS al 0,5% a 50°C durante 30 minutos. Un conjunto mas preferido de condiciones rigurosas
usa temperaturas superiores en las que los lavados son idénticos a los anteriores excepto porque la temperatura de
los dos lavados finales de 30 min. en 0,2X SSC, SDS al 0,5% se aumenté hasta 60°C. Otro conjunto preferido de
condiciones altamente rigurosas usa dos lavados finales en 0,1X SSC, SDS al 0,1% a 65°C. La hibridacion requiere
que los dos acidos nucleicos comprendan secuencias complementares, aunque dependiendo de la rigurosidad de la
hibridacion, son posibles apareamientos erroneos entre bases.

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

En una realizacion especifica se detectan polinucleétidos empleando condiciones de hibridacion que comprenden
una etapa de hibridaciéon 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 realizaciéon preferida, las condiciones de hibridacion comprenden
menos de 200 mM de sal y al menos 37 grados Celsius para la etapa de hibridacion. En una realizacion mas
preferida, las condiciones de hibridacién comprenden 2XSSPE y 63 grados Celsius para las etapas de tanto
hibridacion como lavado.

En una realizacion, la longitud para un acido nucleico hibridable es de al menos aproximadamente 10 nucleétidos.
De manera preferible, una longitud minima para un acido nucleico hibridable es de al menos aproximadamente 15
nucleétidos; mas preferiblemente al menos aproximadamente 20 nucleétidos; y lo mas preferiblemente la longitud es
de al menos 30 nucleétidos. Ademas, el experto reconocera que la temperatura y concentracién salina de la
disolucion de lavado pueden ajustarse segun sea necesario segun factores tales como la longitud de la sonda.

El término “sonda” se refiere a una molécula de acido nucleico monocatenaria que puede experimentar
apareamiento de bases con un acido nucleico diana monocatenario complementario puede formar una molécula
bicatenaria.

Tal como se usa en el presente documento, el término “oligonucleétido” se refiere a un acido nucleico, en general de
al menos 18 nucledtidos, que puede hibridarse con una molécula de ADN gendmico, una molécula de ADNc, un
ADN plasmidico o una molécula de ARNm. Los oligonucleétidos pueden marcarse, por ejemplo, con ¥2p_nucledtidos
0 nucledtidos en los que se ha conjugado de manera covalente un marcador, tal como biotina. Un oligonucleétido
marcado puede usarse como sonda para detectar la presencia de un acido nucleico. Pueden usarse oligonucleétidos
(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 acido nucleico, o bien para detectar la presencia de un acido nucleico. Un oligonucleétido
también puede usarse para formar una hélice triple con una molécula de ADN. En general, se preparan
oligonucledtidos de manera sintética, preferiblemente en un sintetizador de acido nucleico. Por consiguiente, pueden
prepararse oligonucleétidos con enlaces analogos a fosfoéster que no se producen de manera natural, tales como
enlaces tioéster, etc.

Un “cebador” es un oligonucleétido que se hibrida con una secuencia de acido nucleico diana para crear una region
de acido nucleico bicatenario que puede servir como un punto de iniciacion para la sintesis de ADN en condiciones
adecuadas. Tales cebadores pueden usarse en una reaccién en cadena de la polimerasa.

“Reaccion en cadena de la polimerasa” se abrevia PCR vy significa un método in vitro para amplificar de manera
enzimatica secuencias de acido nucleico especificas. La PCR implica una serie repetitiva de ciclos de temperatura,
comprendiendo cada ciclo tres fases: desnaturalizacion del acido nucleico molde para separar las hebras de la
molécula diana, apareamiento de un cebador de oligonucleétido de PCR monocatenario con el acido nucleico molde,
y extension 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 acidos nucleicos.

“Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa” se abrevia RT-PCR vy significa un método in vitro
para producir de manera enzimatica una molécula o moléculas de ADNc diana a partir de una molécula o moléculas
de ARN, seguido por amplificacion enzimatica de una secuencia o secuencias de acido nucleico especificas dentro
de la molécula o moléculas de ADNc diana tal como se describié anteriormente. RT-PCR también proporciona un
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 acidos 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 nucledtidos ubicadas en el sentido de 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 transcripcion, estabilidad o procesamiento del ARN o traduccién de la secuencia
codificante asociada. Las secuencias reguladoras pueden incluir promotores, secuencias lider de traduccion,
intrones, secuencias de reconocimiento de poliadenilacion, sitio de procesamiento de ARN, sitio de unién a efector y
estructura de tallo-bucle. Los limites de la secuencia codificante estan determinados por un codén de iniciacién en el
extremo terminal 5° (amino) y un coddén de terminacién de la traduccién 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 genoémico e incluso secuencias de ADN sintético. Si la secuencia codificante esta destinada a la expresion
en una célula eucariota, se ubicaran habitualmente una sefal de poliadenilacién y secuencia de terminacién de la
transcripcion en 3’ con respecto a la secuencia codificante.

“Marco de lectura abierto” se abrevia ORF y significa una longitud de secuencia de acido nucleico, o bien ADN,
ADNc o bien ARN, que comprende una sefial de inicio de la traduccidon o coddn de iniciacion, tal como un ATG o
AUG, y un coddn de terminacion y puede traducirse potencialmente para dar una secuencia polipeptidica.

El término “cabeza a cabeza” se usa en el presente documento para describir la orientacion de dos secuencias de
polinucledtido en relacion entre si. Se posicionan dos polinucleétidos en una orientaciéon cabeza a cabeza cuando el
extremo 5’ de la hebra codificante de un polinucleétido es adyacente al extremo 5 de la hebra codificante del otro
polinucledtido, mediante lo cual la direccién de transcripcion de cada polinucledtido avanza desde el extremo 5’ del
otro polinucleétido. El término “cabeza a cabeza” puede abreviarse (5°)-a-(5’) y también puede indicarse por los
simbolos («—) 0 (3'<55'-3).

El término “cola a cola” se usa en el presente documento para describir la orientacion de dos secuencias de
polinucledtido en relacién entre si. Se posicionan dos polinucleétidos en una orientaciéon cola a cola cuando el
extremo 3’ de la hebra codificante de un polinucleétido es adyacente al extremo 3’ de la hebra codificante del otro
polinucledtido, mediante lo cual la direccion de transcripcion de cada polinucledtido avanza hacia el otro
polinucledtido. El término “cola a cola” puede abreviarse (3’)-a-(3’) y también puede indicarse por los simbolos (—+«)
0 (5'—>3'3'5).

El término “cabeza a cola” se usa en el presente documento para describir la orientacion de dos secuencias de
polinucledtido en relacion entre si. Se posicionan dos polinucleétidos en una orientaciéon cabeza a cola cuando el
extremo 5’ de la hebra codificante de un polinucleétido es adyacente al extremo 3’ de la hebra codificante del otro
polinucleétido, mediante lo cual la direccion de transcripcion de cada polinucleétido avanza en la misma direccion
que la del otro polinucleétido. El término “cabeza a cola” puede abreviarse (5°)-a-(3’) y también puede indicarse por
los simbolos (——) 0 (5’'—3'5—3).

El término “en el sentido de 3" se refiere a una secuencia de nucledtidos que se ubica en 3’ con respecto a la
secuencia de nucledtidos de referencia. En particular, secuencias de nucleétidos en el sentido de 3’ se refiere en
general a secuencias que siguen el punto de inicio de la transcripcion. Por ejemplo, el coddn de iniciacion de la
traduccion de un gen se ubica en el sentido de 3’ del sitio de inicio de la transcripcion.

El término “en el sentido de 5 se refiere a una secuencia de nucleétidos que se ubica en 5 con respecto a la
secuencia de nucledtidos de referencia. En particular, secuencias de nucleétidos 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
transcripcion. Por ejemplo, la mayoria de los promotores se ubican en el sentido de 5 del sitio de inicio de la
transcripcion.

Los términos “endonucleasa de restriccion” y “enzima de restriccion” se refieren a una enzima que se une y corta
dentro de una secuencia de nucleétidos especifica dentro de un ADN bicatenario.

“Recombinacion homologa” se refiere a la insercion de una secuencia de ADN foraneo en otra molécula de ADN, por
ejemplo, la insercion de un vector en un cromosoma. Preferiblemente, el vector selecciona como diana un sitio
cromosoémico especifico para la recombinacion homoéloga. Para la recombinacion homéloga especifica, el vector
contendra regiones de homologia suficientemente largas con respecto a secuencias del cromosoma para permitir la
union complementaria y la incorporacién del vector en el cromosoma. Regiones de homologia mas largas, y
mayores grados de similitud de secuencia, pueden aumentar la eficacia de la recombinaciéon homologa.

Pueden usarse varios métodos conocidos en la técnica para propagar un polinucleétido segun la invencién. Una vez
que se establecen un sistema huésped y condiciones de crecimiento adecuados, los vectores de expresion
recombinantes pueden propagarse y prepararse en cantidad. Tal como se describe en el presente documento, los
vectores de expresion 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 bacteriéfagos (por ejemplo, lambda), y vectores de ADN de plasmido y cosmido, por citar
algunos.

Un “vector” es cualquier medio para la clonacién de y/o transferencia de un acido nucleico a una célula huésped. Un
vector puede ser un replicon al que puede unirse otro segmento de ADN de modo que se ocasiona la replicacién del
segmento unido. Un “replicon” es cualquier elemento genético (por ejemplo, plasmido, fago, cdsmido, cromosoma,
virus) que funciona como una unidad auténoma de replicacion 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 acido nucleico en
una célula in vitro, ex vivo o in vivo. Puede usarse un gran numero de vectores conocidos en la técnica para
manipular acidos nucleicos, incorporar elementos de respuesta y promotores en genes, etc. Los posibles vectores
incluyen, por ejemplo, plasmidos o virus modificados incluyendo, por ejemplo, bacteriéfagos tales como derivados de
lambda, o plasmidos tales como derivados de plasmidos pBR322 o pUC, o el vector Bluescript. Por ejemplo, la
insercion de los fragmentos de ADN correspondientes a elementos de respuesta y promotores en un vector
adecuado puede realizarse ligando los fragmentos de ADN apropiados en un vector elegido que tiene extremos
terminales cohesivos complementarios. Alternativamente, los extremos de las moléculas de ADN pueden
modificarse de manera enzimatica o puede producirse cualquier sitio ligando secuencias de nucledétidos (ligadores)
en los extremos terminales de ADN. Tales vectores pueden modificarse por ingenieria para contener genes
marcadores seleccionables que proporcionan la seleccién de células que han incorporado el marcador en el genoma
celular. Tales marcadores permiten la identificacion y/o seleccion de células huésped que incorporan y expresan las
proteinas 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, asi 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,
Epstein-Barr, adenovirus, geminivirus y caulimovirus. Los vectores no virales incluyen plasmidos, liposomas, lipidos
cargados eléctricamente (citofectinas), complejos de ADN-proteina y biopolimeros. Ademas de un acido nucleico, un
vector también puede comprender una o mas regiones reguladoras, y/o marcadores seleccionables utiles en la
seleccién, medicién y monitorizacion de los resultados de la transferencia de acido nucleico (transferencia a qué
tejidos, duracién de la expresion, etc.).

El término “plasmido” se refiere a un elemento extracromosdmico 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 replicacion autbnoma, secuencias de integracion en el genoma, secuencias de
nucleotidos o fagos, secuencias lineales, circulares o superenrolladas de un ADN o ARN mono o bicatenario,
derivado de cualquier fuente, en los que varias secuencias de nucledétidos se han unido o recombinado para dar un
unico 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 clonacion” es un “replicon”, que es una longitud unitaria de un acido nucleico, preferiblemente ADN,
que se replica secuencialmente y que comprende un origen de replicacion, tal como un plasmido, fago o césmido, al
que puede unirse otro segmento de acido nucleico para ocasionar la replicacion del segmento unido. Los vectores
de clonacién 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
ejemplo, transfeccion, electroporacion, microinyeccion, transduccion, fusién celular, DEAE dextrano, precipitacion
con fosfato de calcio, lipofeccion (fusion 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.° 2.012.311, presentada el 15 de marzo de 1990).

Un polinucledtido segun la invencién también puede introducirse in vivo mediante lipofeccion. Durante la dltima
década, ha habido un uso creciente de liposomas para encapsulacion y transfeccion de acidos nucleicos in vitro.
Pueden usarse lipidos catidnicos sintéticos disefiados para limitar las dificultades y peligros encontrados con la
transfeccion mediada por liposomas para preparar liposomas para la transfeccion 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.
U.S.A. 85:8027-8031; y Ulmer et al., 1993, Science 259: 1745-1748). El uso de lipidos catiénicos puede promover la
encapsulacién de acidos nucleicos cargados negativamente, y también promover la fusién con membranas celulares
cargadas negativamente (Felgner y Ringold, 1989, Science 337:387-388). Se describen composiciones y
compuestos lipidicos particularmente utiles para la transferencia de acidos nucleicos en las publicaciones
internacionales de patente WO 95/18863 y WO 96/17823, y en la patente de EE.UU. n.° 5.459.127. El uso de
lipofeccion para introducir genes exdgenos en los érganos especificos in vivo tiene determinadas ventajas practicas.
El direccionamiento molecular de liposomas a células especificas representa un area de beneficio. Esta claro que
dirigir la transfeccion a tipos celulares particulares se preferiria particularmente en un tejido con heterogeneidad
celular, tal como pancreas, higado, rifidon y el cerebro. Pueden acoplarse quimicamente lipidos a otras moléculas
para el fin de direccionamiento (Mackey, et al., 1988, citado anteriormente). Péptidos dirigidos, por ejemplo,
hormonas o neurotransmisores, y proteinas tales como anticuerpos, o moléculas no peptidicas podrian acoplarse a
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liposomas quimicamente.

Otras moléculas también son utiles para facilitar la transfeccién de un acido nucleico in vivo, tal como un oligopéptido
cationico (por ejemplo, el documento WO 95/21931), péptidos derivados de proteinas de uniéon a ADN (por ejemplo,
el documento WO 96/25508) o un polimero catiénico (por ejemplo, el documento WO 95/21931).

También es posible introducir un vector in vivo como un plasmido 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).

El término “transfeccion” significa la captacion de ARN o ADN exdgeno o heterdlogo por una célula. Una célula se ha
“transfectado” por ARN o ADN exdgeno o heterélogo cuando se ha introducido tal ARN o ADN dentro de la célula.
Una célula se ha “transformado” por ARN o ADN exdgeno o heterélogo cuando el ARN o ADN transfectado efectua
un cambio fenotipico. EI ARN o ADN transformante puede integrarse (unirse de manera covalente) en el ADN
cromosémico que constituye el genoma de la célula.

“Transformacion” se refiere a la transferencia de un fragmento de acido nucleico al genoma de un organismo
huésped, dando como resultado herencia genéticamente estable. Los organismos huésped que contienen los
fragmentos de acido nucleico transformados se denominan organismos “transformados” o “‘recombinantes” o
“transformados”.

El término “regidon genética” se referirda a una region de una molécula de acido nucleico o una secuencia de
nuclestidos que comprende un gen que codifica para un polipéptido.

Ademas, el vector recombinante que comprende un polinucleétido segun la invencion puede incluir uno o mas
origines para la replicacién en los huéspedes celulares en los que se busca su amplificacion o su expresion,
marcadores 0 marcadores seleccionables.

El término “marcador seleccionable” significa un factor de identificacion, habitualmente un gen de resistencia a
antibiéticos o productos quimicos, que puede seleccionarse basandose en el efectos del gen marcador, es decir,
resistencia a un antibidtico, resistencia a un herbicida, marcadores colorimétricos, enzimas, marcadores
fluorescentes, y similares, en los que se usa el efecto para rastrear la herencia de un acido nucleico de interés y/o
para identificar una célula u organismo que ha heredado el acido nucleico de interés. Los ejemplos de genes
marcadores seleccionables conocidos y usados en la técnica incluyen: genes que proporcionan resistencia a
ampicilina, estreptomicina, gentamicina, kanamicina, higromicina, herbicida bialafos, sulfonamida, y similares; y
genes que se usan como marcadores fenotipicos, es decir, genes reguladores de antocianina, gen de isopentanil
transferasa, y similares.

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

“Promotor” se refiere a una secuencia de ADN que puede controlar la expresion 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
sintético. Los expertos en la técnica entienden que diferentes promotores pueden dirigir la expresion de un gen en
diferentes tejidos o tipos celulares, o en diferentes estadios de desarrollo, o en respuesta a condiciones ambientales
o fisiologicas diferentes. Los promotores que hacen que un gen se exprese en la mayoria de los tipos celulares la
mayoria de las veces se denominan comunmente “promotores constitutivos”. Los promotores que hacen que un gen
se exprese en un tipo celular especifico se denominan comunmente “promotores especificos de célula” o
“promotores especificos de tejido”. Los promotores que hacen que un gen se exprese en un estadio especifico de
desarrollo o diferenciacién celular se denominan cominmente “promotores especificos del desarrollo” o “promotores
especificos de diferenciacion celular’. Los promotores que se inducen y hacen que un gen se exprese tras la
exposicion o el tratamiento de la célula con un agente, molécula biolégica, producto quimico, ligando, luz, o similares
que induce el promotor se denominan comunmente “promotores inducibles” o “promotores regulables”. Se reconoce
ademas que ya que en la mayoria de los casos los limites 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 region reguladora de ADN que puede unirse a ARN polimerasa en una célula e

iniciar la transcripcion de una secuencia codificante en el sentido de 3’ (direccién 3’). Para fines de definicién de la
presente invencion, la secuencia promotora esta limitada en su extremo terminal 3’ por el sitio de iniciacion de la
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transcripcion y se extiende en el sentido de 5’ (direccion 5’) incluyendo el niumero minimo de bases o elementos
necesarios para iniciar la transcripcion a niveles detectables por encima del fondo. Dentro de la secuencia promotora
se encontrara un sitio de iniciacion de la transcripcion (definido convenientemente por ejemplo, mediante mapeo con
nucleasa S1), asi como dominios de unién a proteina (secuencias consenso) responsables de la unidon de ARN
polimerasa.

Una secuencia codificante esta “bajo el control” de secuencias de control de la transcripcion y traducciéon 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 proteina codificada por la
secuencia codificante.

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

El término “elemento de respuesta” significa uno o mas elementos de ADN de actuaciéon en cis que confieren
receptividad en un promotor mediada a través de la interaccién con los dominios de union a ADN del primer gen
quimérico. Este elemento de ADN puede ser o bien palindromico (perfecto o imperfecto) en su secuencia o bien
puede estar compuesto por motivos de secuencias o semisitios separados por un numero variable de nucleotidos.
Los semisitios pueden ser similares o idénticos y estar dispuestos como repeticiones o bien directas o bien invertidas
0 como un semisitio individual o multimeros de semisitios adyacentes en tdndem. El elemento de respuesta puede
comprender un promotor minimo aislado de diferentes organismos dependiendo de la naturaleza de la célula u
organismo en el que se incorporara el elemento de respuesta. El dominio de unién a ADN de la primera proteina
hibrida se une, en presencia o ausencia de un ligando, a la secuencia de ADN de un elemento de respuesta para
iniciar o suprimir la transcripcion del/de los gen(es) en el sentido de 3’ bajo la regulacién de este elemento de
respuesta. Los ejemplos de secuencias de ADN para elementos de respuesta del receptor de ecdisona natural
incluyen: RRGG/TTCANTGAC/ACYY (véase Cherbas L., et. al, (1991), Genes Dev. 5,120-131);
AGGTCAN»HAGGTCA, en el que N puede ser uno o mas nucleétidos 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).

El término “operativamente unido” se refiere a la asociacion de secuencias de acido nucleico en un unico fragmento
de acido nucleico de modo que la funciéon de uno se ve afectada por el otro. Por ejemplo, un promotor esta
operativamente unido a una secuencia codificante cuando puede afectar la expresion de la secuencia codificante (es
decir, que la secuencia codificante esta bajo el control de la transcripcion del promotor). Las secuencias codificantes
pueden estar operativamente unidas a secuencias reguladoras en orientacion sentido o antisentido.

El término “expresion”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la transcripcion y acumulacion estable
de (ARNm) sentido o ARN antisentido derivado de un acido nucleico o polinucleétido. Expresion también puede
referirse a la traducciéon de ARNm para dar una proteina o polipéptido.

Los términos “casete”, “casete de expresion” y “casete de expresion génica” se refieren a un segmento de ADN que
puede insertarse en un acido nucleico o polinucleétido en sitios de restriccion especificos 0 mediante recombinacion
homodloga. El segmento de ADN comprende un polinucleétido que codifica para un polipéptido de interés, y el casete
y los sitios de restricciéon se disefian para garantizar la insercion del casete en el marco de lectura apropiado para la
transcripcion y traduccion. “Casete de transformacion” se refiere a un vector especifico que comprende un
polinucledtido que codifica para un polipéptido de interés y que tiene elementos ademas del polinucleétido que
facilitan la transformacion de una célula huésped particular. Casetes, casetes de expresion, casetes de expresion
génica y casetes de transformacién de la invencién también pueden comprender elementos que permiten la
expresion potenciada de un polinucleétido que codifica para un polipéptido de interés en una célula huésped. Estos
elementos pueden incluir, pero no se limitan a: un promotor, un promotor minimo, un potenciador, un elemento de
respuesta, una secuencia terminadora, una secuencia de poliadenilacién, y similares.

Para fines de esta invencion, el término “interruptor génico” se refiere a la combinacién de un elemento de respuesta
asociado con un promotor, y un sistema basado en EcR que, en presencia de uno o mas ligandos, modula la
expresion de un gen en el que se incorporan el elemento de respuesta y el promotor.

Los términos “modular” y “modula” significan inducir, reducir o inhibir el acido nucleico o la expresion génica, dando
como resultado la respectiva induccion, reduccion o inhibicion de la produccion de proteina o polipéptido.

Los plasmidos o vectores segun la descripcion pueden comprender ademas al menos un promotor adecuado para
dirigir la expresion de un gen en una célula huésped. El término “vector de expresion” significa un vector, plasmido o
vehiculo disefiado para permitir la expresion de una secuencia de acido nucleico insertada tras la transformacién en
el huésped. El gen clonado, es decir, la secuencia de acido nucleico insertada, se coloca habitualmente bajo el
control de elementos de control tales como un promotor, un promotor minimo, un potenciador, o similares. Los
promotores o regiones de control de la iniciacion, que son utiles para dirigir la expresiéon de un acido nucleico en la
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célula huésped deseada son numerosos y familiares para los expertos en la técnica. Practicamente cualquier
promotor que pueda dirigir estos genes es adecuado para la presente invencién incluyendo pero sin limitarse a:
promotores virales, promotores bacterianos, promotores animales, promotores de mamiferos, promotores sintéticos,
promotores constitutivos, promotor especifico de tejido, promotores especificos del desarrollo, promotores
inducibles, promotores regulados por la luz; CYC1, HIS3, GALI, GAL4, GAL10, ADH1, PGK, PHO5, GAPDH, ADC1,
TRP1, URAS3, LEU2, ENO, TPI, promotores de fosfatasa alcalina (utiles para la expresion en Saccharomyces);
promotor AOX1 (util para la expresion en Pichia); promotores de B-lactamasa, lac, ara, tet, trp, IPL, LPR, T7, tac y trc
(utiles para la expresién en Escherichia coli); promotores regulados por la luz, especificos de semilla, especificos de
polen, especificos de ovarios, relacionados con patogénesis o enfermedad, 35S del virus del mosaico de la coliflor,
minimo 35S de CMV, del virus del mosaico de la mandioca (CsVMV), proteina de unién a clorofila a/b, ribulosa 1,5-
bisfosfato carboxilasa, especificos de brotes, especificos de raices, 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, proteina zeina y antocianina (Utiles para la expresion en células
vegetales); los promotores animales y de mamiferos conocidos en la técnica incluyen, pero no se limitan a, la regién
promotora temprana del SV40 (SV40e), el promotor contenido en la repeticion terminal larga en 3’ (LTR) del virus del
sarcoma de Rous (RSV), los promotores de los genes tardios 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 elongacién 1 alfa (EF1), un promotor de la fosfoglicerato
cinasa (PGK), un promotor de ubiquitina (Ubc), un promotor de albumina, las secuencias reguladoras del promotor
de la L-metalotioneina de ratén y regiones de control de la transcripcion, los promotores ubicuos (HPRT, virnentina,
a-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 region de control del gen | de la elastasa que es activa en
células acinares pancreaticas; region de control del gen de la insulina activa en células beta pancreaticas, regiéon de
control del gen de la inmunoglobulina activa en células linfoides, region de control del virus de tumor mamario de
raton activa en células testiculares, de mama, linfoides y mastocitos; regiones de control del gen de la albumina, Apo
Al y Apo All activas en el higado, region de control del gen de la alfa-fetoproteina activa en el higado, region de
control del gen de la alfa 1-antitripsina activa en el higado, regién de control del gen de la beta-globina activa en
células mieloides, region de control del gen de la proteina basica de la mielina activa en células de oligodendrocitos
en el cerebro, regidon de control del gen de la cadena-2 ligera de la miosina activa en el musculo esquelético, y
regién de control del gen de la hormona liberadora de la gonadotropina activa en el hipotdlamo, promotor de la
piruvato cinasa, promotor de vilina, promotor de la proteina intestinal de unién a acidos grasos, promotor de la a-
actina de células de musculo liso, y similares. Ademas, estas secuencias de expresion pueden modificarse mediante
la adicién de secuencias reguladoras o potenciadoras y similares.

Los potenciadores que pueden usarse en realizaciones de la invencion incluyen pero no se limitan a: un potenciador
de SV40, un potenciador de citomegalovirus (CMV), un potenciador de factor | de elongacién (EF1), potenciadores
de levadura, potenciadores de genes virales, y similares.

Las regiones de control de la terminacion, es decir, secuencias terminadoras o de poliadenilacién, también pueden
derivarse de diversos genes nativos para los huéspedes preferidos. Opcionalmente, un sitio de terminacién puede
no ser necesario, sin embargo, se prefiere mas si se incluye. En una realizacion preferida de la descripcion, la region
de control de la terminacion puede estar compuesta por o derivarse de una secuencia sintética, sefal de
poliadenilacién sintética, una sefial de poliadenilacion tardia de SV40, una sefial de poliadenilacion de SV40, una
sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina (BGH), secuencias de terminadores virales, o
similares.

Los términos “secuencias no codificantes en 3" o “regién 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
de la poliadenilaciéon [poli(A)] y otras secuencias que codifican para sefiales reguladoras que pueden afectar al
procesamiento de ARNm o a la expresion génica. La sefial de poliadenilacién se caracteriza habitualmente por
afectar a la adicion de tramos de acido poliadenilico al extremo 3’ del precursor de ARNm.

“Region reguladora” significa una secuencia de acido nucleico que regula la expresion de una segunda secuencia de
acido nucleico. Una region reguladora puede incluir secuencias que son responsables de manera natural de la
expresion de un acido nucleico particular (una region homéloga) o pueden incluir secuencias de un origen diferente
que son responsables de la expresion de diferentes proteinas o incluso proteinas sintéticas (una regiéon heterdloga).
En particular, las secuencias pueden ser secuencias de genes procariotas, eucariotas o virales o secuencias
derivadas que estimulan o reprimen la transcripcion de un gen de una manera especifica o no especifica y de una
manera inducible o no inducible. Las regiones reguladoras incluyen origines de replicacién, sitios de corte y
empalme de ARN, promotores, potenciadores, secuencias de terminacion de la transcripcion y secuencias sefal que
dirigen el polipéptido a las rutas secretoras de la célula diana.

Una regién reguladora de una “fuente heteréloga” es una region reguladora que no esta asociada de manera natural
con el acido nucleico expresado. Se incluyen entre las region reguladoras heteréloga regiones reguladoras de una
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especie diferente, regiones reguladoras de un gen diferente, secuencias reguladoras hibridas y secuencias
reguladoras que no se producen en la naturaleza, pero que se disefian por un experto en la técnica.

“Transcrito de ARN” se refiere al producto resultante de la transcripcion 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
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 proteina 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 proteina por la célula. “ARN antisentido” se refiere a un transcrito de ARN que
es complementario a todo o parte de un transcrito primario diana o ARNm y que bloquea la expresiéon de un gen
diana. La complementariedad de un ARN antisentido puede ser con cualquier parte del transcrito del gen especifico,
es decir, en la secuencia no codificante en 5’, 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.

Un “polipéptido” es un compuesto polimérico compuesto por residuos de aminoacido unidos de manera covalente.
Los aminoacidos tienen la siguiente estructura general:

H

I
R-C-COOH

NH;

Los aminoacidos se clasifican en siete grupos basandose en la cadena lateral R: (1) cadenas laterales alifaticas, (2)
cadenas laterales que contienen un grupo hidroxilico (OH), (3) cadenas laterales que contienen atomos de azufre,
(4) cadenas laterales que contienen un grupo acido o amida, (5) cadenas laterales que contienen un grupo basico,
(6) cadenas laterales que contienen un anillo aromatico, y (7) prolina, un imino&cido en el que la cadena lateral se
condensa con el grupo amino. Un polipéptido de la descripcion comprende preferiblemente al menos
aproximadamente 14 aminoacidos.

Una “proteina” es un polipéptido que realiza un papel estructural o funcional en una célula viva.

Un “polipéptido aislado” o “proteina aislada” es un polipéptido o proteina que esta sustancialmente libre de los
compuestos que normalmente estan asociados con los mismos en su estado natural (por ejemplo, otras proteinas o
polipéptidos, acidos nucleicos, hidratos de carbono, lipidos). “Aislado” no pretende excluir mezclas artificiales o
sintéticas con otros compuestos, o la presencia de impurezas que no interfirieren con la actividad biolégica, y que
pueden estar presentes, por ejemplo, debido a purificacion incompleta, adicion de estabilizadores o composicion en
una preparacion farmacéuticamente aceptable.

Un “polipéptido mutante por sustitucion” o un “mutante por sustitucion” se entendera que significa un polipéptido
mutante que comprende una sustitucién de al menos un (1) aminoacido que se produce de manera natural o de tipo
natural por un aminoacido diferente en relacién con el polipéptido que se produce de manera natural o de tipo
natural. Un polipéptido mutante por sustitucion puede comprender sélo una (1) sustitucién de aminoacido que se
produce de manera natural o de tipo natural y puede denominarse un polipéptido “mutante puntual” o un “mutante en
un Unico punto”. Alternativamente, un polipéptido mutante por sustitucion puede comprender una sustitucién de dos
(2) o mas aminoacidos que se producen de manera natural o de tipo natural con 2 o mas aminoacidos en relacion
con el polipéptido que se produce de manera natural o de tipo natural. Segun la invencion, un polipéptido de dominio
de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion comprende una
sustitucion de al menos un (1) aminoacido que se produce de manera natural o de tipo natural con un aminoacido
diferente en relacién con el polipéptido de dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que se
produce de manera natural o de tipo natural.

Cuando el polipéptido mutante por sustitucion comprende una sustitucion de dos (2) o mas aminoacidos que se
producen de manera natural o de tipo natural, esta sustitucion puede comprender o bien un nimero equivalente de
aminoacidos que se producen de manera natural o de tipo natural delecionados para la sustitucion, es decir, 2
aminoacidos que se producen de manera natural o de tipo natural reemplazados por 2 aminoacidos que no se
producen de manera natural o de tipo no natural, o bien un nimero no equivalente de aminoacidos de tipo natural
delecionados para la sustitucién, es decir, 2 aminoacidos de tipo natural reemplazados por 1 aminoacido de tipo no
natural (una mutacién por sustitucion + delecién), o 2 aminoacidos de tipo natural reemplazados por 3 aminoacidos
de tipo no natural (una mutacién por sustitucién + insercién). Los mutantes por sustitucion pueden describirse
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usando un sistema de nomenclatura abreviado para indicar el residuo de aminoacido y el numero reemplazado
dentro de la secuencia polipeptidica de referencia y el nuevo residuo de aminoacido sustituido. Por ejemplo, un
mutante por sustitucion en el que el vigésimo (20°) residuo de aminoacido de un polipéptido esta sustituido puede
abreviarse como “x20z”, en el que “X” es el aminoacido que va a reemplazarse, “20” es la posicién o el nimero del
residuo de aminoéacido dentro del polipéptido y “z” es el nuevo aminoacido sustituido. Por tanto, un mutante por
sustitucion abreviado de manera intercambiable como “E20A” o “Glu20Ala” indica que el mutante comprende un
residuo de alanina (comunmente abreviado en la técnica como “A” o “Ala”) en lugar del acido glutdmico

(comunmente abreviado en la técnica como “E” o “Glu”) en la posicion 20 del polipéptido.

Una mutacion por sustitucion puede prepararse mediante cualquier técnica para mutagénesis conocida en la técnica,
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), digestion por endonucleasas de restriccién/delecion
de fragmentos y sustitucién, mutagénesis dirigida por oligonucleétidos/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”,
en PCR Technology: Principles and Applications for DNA Amplification, H. Erlich, ed., Stockton Press, capitulo 6,
pags. 61-70).

“Fragmento” de un polipéptido segun la invencion se entendera que significa un polipéptido cuya secuencia de
aminoacidos es mas corta que la del polipéptido de referencia y que comprende, a lo largo de toda la parte con estos
polipéptidos de referencia, una secuencia de aminoacidos idéntica. Tales fragmentos pueden incluirse, cuando sea
apropiado, en un polipéptido mas largo del que forman una parte. Tales fragmentos de un polipéptido segun la
invencién 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 6 300 aminoacidos.

Una “variante” de un polipéptido o proteina es cualquier analogo, fragmento, derivado o mutante que se deriva de un
polipéptido o proteina y que conserva al menos una propiedad biolégica del polipéptido o proteina. Pueden existir en
la naturaleza diferentes variantes del polipéptido o proteina. Estas variantes pueden ser variaciones alélicas
caracterizadas por diferencias en las secuencias de nucleétidos del gen estructural que codifica para la proteina, o
pueden implicar modificacion postraduccional o por corte y empalme diferencial. El experto puede producir variantes
que tienen sustituciones, deleciones, adiciones o reemplazos de un uUnico o de multiples aminoacidos. Estas
variantes pueden incluir, entre otros: (a) variantes en las que uno o mas residuos de aminoacido se sustituyen con
aminoacidos conservativos o0 no conservativos, (b) variantes en las que se afiaden uno o mas aminoacidos al
polipéptido o proteina, (c) variantes en las que uno o mas de los aminoacidos incluye un grupo sustituyente y (d)
variantes en las que el polipéptido o proteina se fusiona con otro polipéptido tal como albumina sérica. Los expertos
habituales en la técnica conocen técnicas para obtener estas variantes, incluyendo técnicas genéticas (supresiones,
deleciones, mutaciones, etc.), quimicas y enzimaticas. Un polipéptido variante comprende preferiblemente al menos
aproximadamente 14 aminoacidos.

Una “proteina heterdloga” se refiere a una proteina no producida de manera natural en la célula.

Una “proteina 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 traduccion primario. Proteina “precursora” se refiere al
producto de traduccion primario de ARNm; es decir, con pre y propéptidos todavia presentes. Pre y propéptidos
pueden ser pero no se limitan a sefiales de localizacion intracelular.

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

Se incluye una “secuencia sefal” al comienzo de la secuencia codificante de una proteina que va a expresarse en la
superficie de una célula. Esta secuencia codifica para un péptido sefial, en posicién N-terminal con respecto al
polipéptido maduro, que dirige la célula huésped para translocar el polipéptido. El término “secuencia sefal de
translocacién” se usa en el presente documento para referirse a esta clase de secuencia sefal. Pueden encontrarse
secuencias sefal de translocacion asociadas con una variedad de proteinas nativas para eucariotas y procariotas, y
son a menudo funcionales en ambos tipos de organismos.

El término “homologia,” se refiere al porcentaje de identidad entre dos restos de polinucledtido o dos de polipéptido.
La correspondencia entre la secuencia de un resto con otro puede determinarse mediante técnicas conocidas en la
técnica. Por ejemplo, puede determinarse la homologia mediante una comparacién directa de la informacién de
secuencia entre dos moléculas de polipéptido alineando la informacién de secuencia y usando programas
informaticos facilmente disponibles. Alternativamente, puede determinarse la homologia mediante hibridacién de
polinucledtidos en condiciones que forman duplex estables entre regiones homodlogas, seguido por digestién con
nucleasa(s) especifica (s) monocatenaria(s) y determinacion del tamafio de los fragmentos digeridos.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “homdlogo” en todas sus formas gramaticales y variaciones
ortograficas se refiere a la relacion entre proteinas que tienen un “origen evolutivo comun”, incluyendo proteinas de
superfamilias (por ejemplo, la superfamilia de las inmunoglobulinas) y proteinas homélogas de diferentes especies
(por ejemplo, cadena ligera de la miosina, etc.) (Reeck et al., 1987, Cell 50: 667). Tales proteinas (y sus genes
codificantes) tienen homologia de secuencia, tal como se refleja por su alto grado de similitud de secuencia. Sin
embargo, en su uso comun y en la presente solicitud, el término “homdélogo,” cuando se modifica con un adverbio tal
como “altamente”, puede referirse a similitud de secuencia y no un origen evolutivo comun.

Por consiguiente, el término “similitud de secuencia” en todas las formas gramaticales se refiere al grado de
identidad o correspondencia entre secuencias de acido nucleico o aminoacidos de proteinas que pueden compartir o
no un origen evolutivo comun (véase Reeck et al., 1987, Cell 50:667).

En una realizacion especifica, dos secuencias de ADN son “sustancialmente homodlogas” o “sustancialmente
similares” cuando al menos aproximadamente el 50% (preferiblemente al menos aproximadamente el 75%, y lo mas
preferiblemente al menos aproximadamente el 90 o el 95%) de los nucleétidos coinciden a lo largo la longitud
definida de las secuencias de ADN. Pueden identificarse secuencias que son sustancialmente homodlogas
comparando las secuencias usando software convencional disponible en bancos de datos de secuencias, o en un
experimento de hibridacion Southern, por ejemplo, en condiciones rigurosas tal como se define para ese sistema
particular. La definicion de condiciones de hibridacion apropiadas esta dentro de la experiencia de la técnica. Véase,
por ejemplo, Sambrook et al., 1989, citado anteriormente.

Tal como se usa en el presente documento, “sustancialmente similar” se refiere a fragmentos de acido nucleico en
los que los cambios en una o mas bases de nucledtidos dan como resultado la sustitucion de uno o mas
aminoacidos, pero no afectan a las propiedades funcionales de la proteina codificada por la secuencia de ADN.
“Sustancialmente similar” también se refiere a fragmentos de acido nucleico en los que los cambios en una o mas
bases de nucledtidos no afectan a la capacidad del fragmento de acido nucleico para mediar en la alteracion de la
expresion génica mediante tecnologia antisentido o co-supresion. “Sustancialmente similar” también se refiere a
modificaciones de los fragmentos de acido nucleico de la descripcion tal como delecidon o inserciéon de una o mas
bases de nucleétidos que no afectan sustancialmente a las propiedades funcionales del transcripto resultante. Por
tanto, se entiende que la descripcién abarca mas que las secuencias a modo de ejemplo especificas. Cada una de
las modificaciones propuestas se encuentra bien dentro de la experiencia de rutina en la técnica, asi como la
determinacién de la conservacion de la actividad bioldgica de los productos codificados.

Ademas, el experto reconoce que también se definen secuencias sustancialmente similares abarcadas por esta
descripcién por su capacidad para hibridarse, en condiciones rigurosas (0,1X SSC, SDS al 0,1%, 65°C y lavado con
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 acido nucleico sustancialmente similares de la descripcion son los fragmentos
de acido nucleico cuyas secuencias de ADN son al menos el 70% idénticas a la secuencia de ADN de los
fragmentos de acido nucleico notificados en el presente documento. Fragmentos de acido nucleico sustancialmente
preferidos de la descripcion son los fragmentos de acido nucleico cuyas secuencias de ADN son al menos el 80%
idénticas a la secuencia de ADN de los fragmentos de acido nucleico notificados en el presente documento.
Fragmentos de acido nucleico mas preferidos son al menos el 90% idénticos a la secuencia de ADN de los
fragmentos de acido nucleico notificados en el presente documento. Se prefieren incluso mas fragmentos de acido
nucleico que son al menos el 95% idénticos a la secuencia de ADN de los fragmentos de acido nucleico notificados
en el presente documento.

Dos secuencias de aminoacido son “sustancialmente homdlogas” o “sustancialmente similares” cuando mas de
aproximadamente el 40% de los aminoéacidos son idénticos, o mas del 60% son similares (funcionalmente idénticos).
Preferiblemente, se identifican secuencias similares u homélogas mediante alineacidon usando, por ejemplo, el
programa Pileup GCG (Genetics Computer Group, Program Manual for the GCG Package, version 7, Madison,
Wisconsin).

El término “correspondiente a” se usa en el presente documento para referirse a secuencias similares u homologas,
ya sea la posicion exacta idéntica o diferente de la molécula con la que se mide la similitud u homologia. Una
alineacion de secuencia de &acido nucleico o aminoacidos puede incluir espacios. Por tanto, el término
“correspondiente a” se refiere a la similitud de secuencia, y no a la numeracion de los residuos de aminoacido o
bases de nucleétidos.

Una “parte sustancial” de un secuencia de nucleétidos o aminoacidos comprende lo suficiente de la secuencia de
aminoacidos de un polipéptido o la secuencia de nucledtidos de un gen para identificar supuestamente ese
polipéptido o gen, o bien mediante evaluacion manual de la secuencia por un experto en la técnica, o bien mediante
comparacion de secuencias automatizada por ordenador e identificacion usando algoritmos tales como BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool; Altschul, S. F., et al,, (1993) J. Mol. Biol. 215: 403-410; véase también
www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). En general, se necesita una secuencia de diez o mas aminoacidos contiguos o
treinta o0 mas nucledtidos con el fin de identificar supuestamente una secuencia polipeptidica o de acido nucleico
como homologa con respecto a una proteina o gen conocido. Ademas, con respecto a secuencias de nucleotidos,
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pueden usarse sondas oligonucleotidicas especificas de gen que comprenden 20-30 nucleétidos contiguos en
métodos dependientes de secuencia de identificacion (por ejemplo, hibridacion Southern) y aislamiento (por ejemplo,
hibridacion in situ de colonias bacterianas o placas de bacteriéfagos) de genes. Ademas, pueden usarse
oligonucledtidos cortos de 12-15 bases como cebadores de amplificacion en PCR con el fin de obtener un fragmento
de acido nucleico particular que comprende los cebadores. Por consiguiente, una “parte sustancial” de una
secuencia de nucleétidos comprende lo suficiente de la secuencia para identificar y/o aislar especificamente un
fragmento de acido nucleico que comprende la secuencia.

El término “porcentaje de identidad”, tal como se conoce en la técnica, es una relacion entre dos 0 mas secuencias
polipeptidicas o dos 0 mas secuencias de polinucleétido, tal como se determina comparando las secuencias. En la
técnica, “identidad” también significa el grado de relacién de secuencia entre secuencias polipeptidicas o de
polinucledtido, segun sea el caso, tal como se determina por la coincidencia entre cadenas de tales secuencias. La
“identidad” y “similitud” pueden calcularse faciimente 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
Analysis of Sequence Data, parte | (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 disefian 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 estan codificados en programas informaticos disponibles para el
publico. Pueden realizarse alineaciones de secuencias y célculos del porcentaje de identidad usando el programa
Megalign del conjunto de analisis bioinformatico LASERGENE (DNASTAR Inc., Madison, WI). Pueden realizarse
alineaciones multiples de las secuencias usando el método de alineacion Clustal (Higgins y Sharp (1989) CABIOS.
5:151-153) con los parametros por defecto (PENALIZACION POR HUECO=10, PENALIZACION POR LONGITUD
DE HUECO=10). Pueden seleccionarse parametros por defecto para alineaciones por parejas usando el método
Clustal: KTUPLO 1, PENALIZACION POR HUECO=3, VENTANA= 5 y DIAGONALES GUARDADAS=5.

El término “software de analisis de secuencias” se refiere a cualquier algoritmo informatico o programa de software
que es util para el analisis de secuencias de nucleétidos o aminoacidos. El “software de andlisis de secuencias”
puede desarrollarse independientemente o esta disponible comercialmente. El software de analisis de secuencias
tipico incluird pero no se limita al conjunto de de programas GCG (Wisconsin Package version 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
entendera que cuando el software de analisis de secuencias se usa para el analisis, los resultados del analisis se
basaran en los “valores por defecto” del programa al que se hace referencia, a menos que se especifique lo
contrario. Tal como se usa en el presente documento, “valores por defecto” significara cualquier conjunto de valores
o parametros que se cargan de manera original con el software cuando se inicia por primera vez.

Pueden ensamblarse “genes sintéticos” a partir de bloques de construccion de oligonucleétidos que se sintetizan
quimicamente usando procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Estos bloques de construccion se
ligan y se aparean para formar segmentos génicos que entonces se ensamblan de manera enzimatica para construir
el gen entero. “Sintetizado quimicamente”, en relacion con una secuencia de ADN, significa que los nucledtidos
componentes se ensamblaron in vitro. Puede lograrse la sintesis quimica manual de ADN usando procedimientos
bien establecidos, o puede realizarse sintesis quimica automatizada usando una de varias maquinas disponibles
comercialmente. Por consiguiente, los genes pueden adaptarse para expresién génica optima basdndose en la
optimizacién de la secuencia de nucleétidos para reflejar el sesgo de codones de la célula huésped. El experto
aprecia la probabilidad de expresidn génica satisfactoria si el uso de codones experimenta un sesgo hacia los
codones favorecidos por el huésped. La determinacion de codones preferidos puede basarse en un estudio de
genes derivados de la célula huésped en la que esta disponible informacién de secuencias.

Tal como se usa en el presente documento, se dice que dos o0 mas sistemas de regulacién génica que pueden
funcionar individualmente son “ortogonales” cuando; a) la modulacién de cada uno de los sistemas dados por su
respectivo ligando, a una concentracidon elegida, da como resultado un cambio medible en la magnitud de la
expresion del gen de este sistema, y b) el cambio es diferente de manera estadisticamente significativa que el
cambio en la expresion de todos los demas sistemas que pueden funcionar simultdneamente en la célula, tejido u
organismo, independientemente de la simultaneidad o secuencialidad de la modulacién real. Preferiblemente, la
modulacién de cada sistema de regulacién génica que puede funcionar individualmente efectia un cambio en la
expresion génica al menos 2 veces ,mayor que todos los demas sistemas que pueden funcionar en la célula, tejido u
organismo. Mas preferiblemente, el cambio es al menos 5 veces mayor. Incluso mas preferiblemente, el cambio es
al menos 10 veces mayor. Todavia mas preferiblemente, el cambio es al menos 100 veces mayor. Incluso todavia
mas preferiblemente, el cambio es al menos 500 veces mayor. Idealmente, la modulaciéon de cada uno de los
sistemas dados por su respectivo ligando a una concentracién elegida da como resultado un cambio medible en la
magnitud de la expresion del gen de ese sistema y ningun cambio medible en la expresion de todos los demas
sistemas que pueden funcionar en la célula, tejido u organismo. En tales casos, se dice que el sistema de regulaciéon
génica inducible multiple es “completamente ortogonal”’. La presente descripcién es Uutil para buscar ligandos
ortogonales y sistemas de expresion génica basados en receptores ortogonales tales como los descritos en la
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solicitud estadounidense en tramitacion junto con la presente 60/237446.

Sistema de modulacién de la expresidn génica de la invencion

Los solicitantes han identificado en el presente documento residuos de aminoacido que estan implicados en la union
de ligando a un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que afecta a la sensibilidad a ligando y la
magnitud de la induccién en un sistema de expresion génica inducible basado en receptor de ecdisona. Los
solicitantes describen en el presente documento la construccion de receptores nucleares de grupo H que
comprenden mutaciones por sustitucion (denominado en el presente documento “mutantes por sustituciones”) a
estos residuos criticos y la demostracion de que estos receptores nucleares mutantes por sustitucion son utiles en
métodos para modular la expresion génica. Tal como se presenta en el presente documento, los receptores
nucleares mutantes por sustitucion novedosos de los solicitantes y su uso en un sistema de expresion génica
inducible basado en receptores nucleares proporciona un sistema de expresion génica inducible mejorado tanto en
las células huésped procariotas como eucariotas en las que la sensibilidad a ligando y la magnitud de la
transactivacion puede seleccionarse segun se desea, dependiendo de la aplicacion.

Por tanto, la presente invencion se refiere a polinucleétidos y polipéptidos receptores nucleares de grupo H mutantes
por sustitucion novedosos, un sistema de expresion génica inducible basado en receptores nucleares que
comprende tales polinucledtidos y polipéptidos del receptor nuclear de grupo H mutado, y métodos para modular la
expresion de un gen dentro de una célula huésped usando un sistema de expresién génica inducible basado en
receptores nucleares de ese tipo.

En particular, la presente invencion se refiere a un sistema de modulacion de la expresion génica que comprende al
menos un casete de expresidon génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende un
polinucledtido que codifica para un polipéptido que comprende un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de
grupo H que comprende una mutacion por sustitucion. Preferiblemente, el dominio de union a ligando de receptor
nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucién procede de un receptor de ecdisona, un receptor
ubicuo, un receptor huérfano 1, un NER-1, un receptor nuclear de hormonas esteroideas 1, una proteina 15 de
interaccion de receptor retinoide X, un receptor hepatico X B, una proteina similar al receptor de hormonas
esteroideas, un receptor hepatico X, un receptor hepatico X a, un receptor farnesoide X, una proteina 14 de
interaccion de receptor y un receptor de farnesol. Mas preferiblemente, el dominio de unién a ligando de receptor
nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion procede de un receptor de ecdisona.

En una realizacién especifica, el sistema de modulacién de la expresion génica comprende un casete de expresion
génica que comprende un polinucledtido que codifica para un polipéptido que comprende un dominio de
transactivacion, un dominio de unién a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya
expresion ha de modularse; y un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una
mutacion por sustitucion. El sistema de modulacion de la expresion génica puede comprender ademas un segundo
casete de expresion génica que comprende: i) un elemento de respuesta reconocido por el dominio de uniéon a ADN
del polipéptido codificado del primer casete de expresion génica; ii) un promotor que se activa por el dominio de
transactivacion del polipéptido codificado del primer casete de expresidon génica; y iii) un gen cuya expresion ha de
modularse.

En otra realizacion especifica, el sistema de modulacion de la expresion génica comprende un casete de expresion
génica que comprende a) un polinucledtido que codifica para un polipéptido que comprende un dominio de
transactivacion, un dominio de unién a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya
expresion ha de modularse; y un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una
mutacion por sustitucion y b) un segundo dominio de unién a ligando de receptor nuclear seleccionado del grupo que
consiste en un dominio de unién a ligando de receptor retinoide X de vertebrado, un dominio de unién a ligando de
receptor retinoide X de invertebrado, un dominio de unién a ligando de proteina ultraespiraculo, y un dominio de
union a ligando quimérico que comprende dos fragmentos de polipéptido, en el que el primer fragmento de
polipéptido procede de un dominio de unién a ligando de receptor retinoide X de vertebrado, un dominio de unién a
ligando de receptor retinoide X de invertebrado, o un dominio de unién a ligando de proteina ultraespiraculo, y el
segundo fragmento de polipéptido procede de un dominio de unién a ligando de receptor retinoide X de vertebrado,
dominio de unién a ligando de receptor retinoide X de invertebrado, o dominio de unién a ligando de proteina
ultraespiraculo diferente. El sistema de modulacion de la expresion génica puede comprender ademas un segundo
casete de expresion génica que comprende: i) un elemento de respuesta reconocido por el dominio de unién a ADN
del polipéptido codificado del primer casete de expresion génica; ii) un promotor que se activa por el dominio de
transactivacion del polipéptido codificado del primer casete de expresion génica; y iii) un gen cuya expresion ha de
modularse.

En otra realizacion especifica, el sistema de modulacion de la expresidon génica comprende un primer casete de
expresion génica que comprende un polinucleétido que codifica para un primer polipéptido que comprende un
dominio de unién a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresion ha de
modularse y un dominio de unién a ligando de receptor nuclear, y un segundo casete de expresién génica que
comprende un polinucleétido que codifica para un segundo polipéptido que comprende un dominio de
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transactivacion y un dominio de unién a ligando de receptor nuclear, en el que uno de los dominios de unién a
ligando de receptor nuclear es un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una
mutacion por sustitucion. En una realizacion preferida, el primer polipéptido esta sustancialmente libre de un dominio
de transactivacion y el segundo polipéptido esta sustancialmente libre de un dominio de unién a ADN. Para fines de
la invencion, “sustancialmente libre” significa que la proteina en cuestién no contiene una secuencia suficiente del
dominio en cuestion para proporcionar la activacion o actividad de unién. El sistema de modulacién de la expresion
génica puede comprender ademas un tercer casete de expresion génica que comprende: i) un elemento de
respuesta reconocido por el dominio de unién a ADN del primer polipéptido del primer casete de expresion génica; ii)
un promotor que se activa por el dominio de transactivacion del segundo polipéptido del segundo casete de
expresion génica; v iii) un gen cuya expresion ha de modularse.

Cuando soélo un dominio de unién a ligando de receptor nuclear es un dominio de unién a ligando de grupo H que
comprende una mutacion por sustitucién, el otro dominio de unién a ligando de receptor nuclear puede ser de
cualquier otro receptor nuclear que forma un dimero con el dominio de unién a ligando de grupo H que comprende la
mutacion por sustitucién. Por ejemplo, cuando el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que
comprende una mutacién por sustitucion es un dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona que comprende
una mutacion por sustitucion, el otro dominio de unién 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 proteina
ultraespiraculo (USP), o un receptor nuclear quimérico que comprende al menos dos fragmentos de polipéptido de
dominio de union a ligando de receptor nuclear diferentes seleccionados del grupo que consiste en un RXR de
vertebrado, un RXR de invertebrado, y una USP (véanse las solicitudes de patente en tramitacién junto con la
presente PCT/US01/09050, US 60/294814 y US 60/294819). El dominio de unién a ligando de receptor nuclear de
“pareja” puede comprender ademas una mutacién por truncamiento, una mutacién por delecién, una mutacién por
sustitucion u otra modificacion.

Preferiblemente, el dominio de unién a ligando de RXR de vertebrado procede de un RXR de ser humano Homo
sapiens, ratén 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 unién a ligando de RXR de invertebrado procede de un polipéptido de ultraespiraculo
de langosta Locusta migratoria (“LmUSP”), un homdlogo de RXR de garrapata solitaria Amblyomma americanum 1
(“AmaRXR1”), un homélogo de RXR de garrapata solitaria Amblyomma americanum 2 (“AmaRXR2”), un homoélogo
de RXR del cangrejo violinista Celuca pugilator (“CpRXR”), un homdlogo de RXR del escarabajo Tenebrio molitor
(“TmRXR”), un homdlogo de RXR de la abeja Apis mellifera (“AmRXR”), un homodlogo de RXR del afido Myzus
persicae (“MpRXR”), o un homdlogo de RXR de no dipteros/no lepidépteros.

Preferiblemente, el dominio de unién 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 homologia de RXR
de especie de invertebrado de no dipteros/no lepidépteros. Un dominio de unién a ligando de RXR quimérico para su
uso en la presente invencion puede comprender al menos dos fragmentos de polipéptido de RXR de especies
diferentes, o cuando la especie es la misma, los dos 0 mas fragmentos de polipéptido pueden ser de dos o mas
isoformas diferentes del fragmento de polipéptido de RXR de la especie.

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

En una realizacion mas preferida, el dominio de uniéon a ligando de RXR quimérico comprende al menos un
fragmento de polipéptido de RXR de especie de vertebrado y un fragmento de polipéptido homélogo de RXR de
especie de invertebrado no dipteros/no lepidopteros.

En una realizacion especifica, el gen cuya expresion ha de modularse es un gen homoélogo con respecto a la célula
huésped. En otra realizacién especifica, el gen cuya expresion ha de modularse es un gen heterélogo con respecto
a la célula huésped.

Los ligandos para su uso en la presente invencion tal como se da a conocer a continuacién, cuando se combinan
con el dominio de unién 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 regulacién de expresiéon temporal externa del gen. El
mecanismo de union o el orden en el que los diversos componentes de esta invencion se unen entre si, es decir, por
ejemplo, el ligando al dominio de unién a ligando, dominio de unién a ADN al elemento de respuesta, dominio de
transactivacion al promotor, etc., no es critico.

En un ejemplo especifico, la unién del ligando al dominio de unién a ligando de un receptor nuclear de grupo H y su
pareja de dominio de unién a ligando de receptor nuclear permite la expresion o supresion 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 formacion
resultante de complejos de homodimero activos (por ejemplo GHNR + GHNR o pareja+pareja). Preferiblemente, uno
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0 mas de los dominios de receptor se varia produciendo un interruptor génico hibrido. Normalmente, uno o mas de
los tres dominios, DBD, LBD y el dominio de transactivacion, puede elegirse de una fuente diferente de la fuente de
los demas dominios de modo que los genes hibridos y las proteinas hibridas resultantes se optimizan en la célula
huésped u organismo elegido para la actividad de transactivacién, unién complementaria del ligando y
reconocimiento de un elemento de respuesta especifico. Ademas, el propio elemento de respuesta puede
modificarse o sustituirse con elementos de respuesta para otros dominios de proteina de unién a ADN tales como la
proteina GAL-4 de levadura (véase Sadowski, et al. (1988), Nature, 335: 563-564) o proteina LexA de Escherichia
coli (véase Brent y Ptashne (1985), Cell, 43: 729-736), o elementos de respuesta sintéticos especificos para las
interacciones dirigidas con proteinas disefiadas, modificadas y seleccionadas para tales interacciones especificas
(véase, por ejemplo, Kim, et al. (1997), Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 94:3 616-3620) para acomodar los receptores
hibridos. Otra ventaja de sistemas hibridos dobles es que permiten la eleccién de un promotor usado para dirigir la
expresion génica segun un resultado final deseado. Tal doble control puede ser particularmente importante en areas
de terapia génica, especialmente cuando se producen proteinas citotdxicas, debido a que puede controlarse tanto la
temporizacion de la expresion asi como las células en las que se produce la expresién. Cuando se introducen
genes, operativamente unidos a un promotor adecuado, en las células del sujeto, la expresién de los genes
exdgenos se controla por la presencia del sistema de esta invencién. Los promotores pueden regularse de manera
constitutiva o inducible o pueden ser especificos de tejidos (es decir, expresados sélo en un tipo particular de
células) o especificos 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
H (denominado en el presente documento “receptores nucleares de grupo H”). Los miembros de cada grupo
comparten el 40-60% de identidad de aminoacidos en el dominio E (unién a ligando) (Laudet et al., A Unified
Nomenclature System for the Nuclear Receptor Subfamily, 1999; Cell 97: 161-163). Ademas 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), proteina 15 de interaccion de receptor
retinoide X (RIP-15), receptor hepatico X B (LXRp), proteina similar al receptor de hormonas esteroideas (RLD-1),
receptor hepatico X (LXR), receptor hepético X o (LXRa), receptor farnesoide X (FXR), proteina 14 de interaccién de
receptor (RIP-14) y receptor de farnesol (HRR-1).

Los solicitantes han desarrollado un modelo de homologia CfEcR y han usado este modelo de homologia junto con
un modelo de homologia de receptor de ecdisona de Chironomous tetans (“CtEcR”) publicado (Wurtz et al., 2000)
para identificar residuos criticos implicados en la unién a esteroides y compuestos no esteroideos. Se ha mostrado
que los compuestos no esteroideos sintéticos, diacilhidrazinas, se unen a EcR de lepidépteros 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 union a ligando o “bolsa” de EcRs ha evolucionado para
adaptarse a las estructuras de esqueleto largas de ecdiesteroides tales como 20-hidroxiecdisona (20E). Las
diacilhidrazinas tienen una estructura compacta en comparacion con esteroides y sélo ocupan la parte inferior de la
bolsa de unién a EcR. Esto deja pocos residuos criticos en la parte superior de la bolsa de unidén que entra en
contacto con esteroides pero no con compuestos no esteroideos tales como bisacilhidrazinas. Los solicitantes
describen en el presente documento la construccidon de receptores de ecdisona mutantes que comprenden una
mutacion por sustitucién en estos residuos de la bolsa de unién y han identificado diversas clases de receptores de
ecdisona mutantes por sustitucion con caracteristicas de transactivacion y union a ligando modificado.

Dada la estrecha relacion del receptor de ecdisona con otros receptores nucleares de grupo H, también se espera
que las mutaciones por sustituciéon del dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona identificadas por los
solicitantes funcionen cuando se introduzcan en la posicion analoga de los dominios de unién a ligando de otros
receptores nucleares de grupo H para modificar su unién a ligando o sensibilidad a ligando. Los polinucléotidos y
polipéptidos del receptor nuclear de grupo H mutado por sustitucién novedoso de los solicitantes son utiles en un
sistema de modulaciéon génica inducible basado en receptores nucleares para diversas aplicaciones incluyendo
terapia génica, expresion de proteinas de interés en células huésped, produccién de organismos transgénicos y
ensayos basados en células.

En particular, los solicitantes describen en el presente documento un sistema de modulacion de la expresion génica
novedoso que comprende un dominio de unidn a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una
mutacion por sustitucion. Este sistema de expresion génica puede ser un sistema de expresion génica basado en
“interruptor Unico” en el que el dominio de transactivacion, dominio de unién a ADN y dominio de unién a ligando
estan en un polipéptido codificado. Alternativamente, el sistema de modulacién de la expresién génica puede ser un
sistema de modulacién de la expresion génica basado en “interruptor doble” o “doble hibrido” en el que el dominio de
transactivacién y dominio de uniéon a ADN se ubican en dos polipéptidos codificados diferentes. Los solicitantes han
demostrado por primera vez que puede usarse un receptor nuclear mutado por sustitucién como un componente de
un sistema de expresion génica inducible basado en receptores nucleares para modificar la actividad de unién 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 modulacién de la expresién génica basado en receptor de ecdisona de la presente invencion puede
ser o bien heterodimérico o bien homodimérico. Un complejo de EcR funcional en general se refiere a un complejo
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de proteina heterodimérica que consiste en dos miembros de la familia de receptor de esteroides, una proteina de
receptor de ecdisona obtenida a partir de diversos insectos y una proteina ultraespiraculo (USP) o el homélogo de
USP de vertebrado, proteina 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 homodimero tal como se detalla a
continuacion. El complejo de receptor de ecdiesteroide funcional también puede incluir proteina(s) adicional(es) tal
como inmunofilinas. Los miembros adicionales de la familia de proteinas de receptor de esteroides, conocidos como
factores de la transcripcion (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
proteinas conocidas generalmente como coactivadores (también denominados adaptadores o mediadores). Estas
proteinas no se unen de manera especifica de secuencia a ADN y no estan implicadas en la transcripcion basal.
Pueden ejercer su efecto sobre la activacion por transcripcion a través de diversos mecanismos, incluyendo
estimulacion de union a ADN de activadores, afectando a la estructura de cromatina, o mediando las interacciones
de complejo de iniciacion-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 asi como la proteina B de unién al elemento de
respuesta al coactivador C promiscuo, CBP/p300 (para revision véase Glass et al., Curr. Opin. Cell Biol. 9: 222-232,
1997). Ademas, los cofactores de proteinas conocidos generalmente como correpresores (también conocidos como
represores, silenciadores o mediadores de silenciamiento) pueden requerirse para inhibir de manera eficaz la
activacion de la transcripcidon 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
union de ligando cambia la conformacion del receptor, lo que da como resultando la liberaciéon del correpresor y
reclutamiento de los coactivadores descritos anteriormente, eliminando de ese modo su actividad de silenciamiento.
Los ejemplos de correpresores incluyen N-CoR y SMRT (para revision, véase Horwitz et al. Mol Endocrinol. 10:
1167-1177, 1996). Estos cofactores pueden ser o bien enddgenos dentro de la célula u organismo, o pueden
afadirse de manera exdgena como transgenes que van a expresarse de modo o bien regulado o bien no regulado.
Los complejos de homodimero de la proteina de receptor de ecdisona, USP o RXR también pueden ser funcionales
en algunas circunstancias.

El complejo de receptor de ecdisona normalmente incluye proteinas 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
transactivacion amino-terminal, un dominio de uniéon a ADN (“DBD”) y un dominio de unién a ligando (“LBD”)
separado del DBD mediante una regién bisagra. Tal como se usa en el presente documento, el término “dominio de
union a ADN” comprende una secuencia de polipéptidos minima de una proteina de unién a ADN, hasta la longitud
entera de una proteina de union a ADN, siempre que el dominio de unién 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.
4.981.784 y Evans, Science 240:889-895 (1988)). ElI dominio “A/B” corresponde al dominio de transactivacion, “C”
corresponde al dominio de unién a ADN, “D” corresponde a la region bisagra y “E” corresponde al dominio de union
a ligando. Algunos miembros de la familia también pueden tener otro dominio de transactivacion en el lado carboxi-
terminal del LBD correspondiente a “F”.

El DBD se caracteriza por la presencia de dos dedos de zinc cisteina entre los que estan dos motivos de
aminoacido, 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 proteinas de
receptores heterdlogos. El receptor ECR, como un subconjunto de la familia de receptor de esteroides, también tiene
regiones menos definidas responsables de las propiedades de heterodimerizacion. Debido a que los dominios de
receptores nucleares son modulares en la naturaleza, los dominios de LBD, DBD y de transactivacion 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 unién a ADN nativos
o modificados y dominios de transactivacion en la misma molécula. USP o RXR se usan normalmente como parejas
silenciosas. Los solicitantes han mostrado previamente que cuando los dominios de unién a ADN y los dominio de
transactivacion estan en la misma molécula la actividad de fondo en ausencia de ligando es alta y que tal actividad
se reduce drasticamente cuando los dominios de uniéon a ADN y los dominios de transactivacién estan en diferentes
moléculas, es decir, en cada una de dos parejas de un complejo heterodimérico u homodimérico (véase el
documento PCT/US01/09050).

Casetes de expresion génica de la invencion

El sistema de expresion génica inducible basado en receptores nucleares novedoso de la invencién comprende al
menos un casete de expresidn génica que puede expresarse en una célula huésped, en el que el casete de
expresion génica comprende un polinucledtido que codifica para un polipéptido que comprende un dominio de unién
a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion. Por tanto, la invencién de los
solicitantes también proporciona casetes de expresion génica novedosos para su uso en el sistema de expresion
génica de la invencion.
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En una realizacion especifica, el casete de expresion génica que puede expresarse en una célula huésped
comprende un polinucledtido que codifica para un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en a) un
polipéptido que comprende un dominio de transactivacion, un dominio de unién a ADN y un dominio de unién a
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustituciéon; b) un polipéptido que
comprende un dominio de unién a ADN y un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que
comprende una mutacion por sustitucion; y c) un polipéptido que comprende un dominio de transactivaciéon y un
dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustitucion.

En otra realizacidon especifica, la presente descripcion proporciona un casete de expresién génica que puede
expresarse en una célula huésped, comprendiendo el casete de expresion génica un polinucledtido que codifica para
un polipéptido hibrido seleccionado del grupo que consiste en a) un polipéptido hibrido que comprende un dominio
de transactivacion, un dominio de unién a ADN y un dominio de union a ligando de receptor nuclear de grupo H que
comprende una mutacién por sustitucion; b) un polipéptido hibrido que comprende un dominio de unién a ADN y un
dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucién; y c) un
polipéptido hibrido que comprende un dominio de transactivacion y un dominio de unién a ligando de receptor
nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustitucion. Un polipéptido hibrido segun la descripcion
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 hibrido segun la descripcion puede comprender al menos dos dominios de polipéptido, en los que cada
dominio de polipéptido procede de una fuente diferente.

En una realizacion especifica, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una
mutacion por sustitucion procede de un receptor de ecdisona, un receptor ubicuo, un receptor huérfano 1, un NER-1,
un receptor nuclear de hormonas esteroideas 1, una proteina 15 de interaccién de receptor retinoide X, un receptor
hepatico X B, una proteina similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepatico X, un receptor hepatico
X o, un receptor farnesoide X, una proteina 14 de interaccién de receptor y un receptor de farnesol. En una
realizacion preferida, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H procede de un receptor de
ecdisona.

Por tanto, la presente descripcion también proporciona un casete de expresién génica que comprende un
polinucledtido que codifica para un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en a) un polipéptido que
comprende un dominio de transactivacion, un dominio de unién a ADN y un dominio de unién a ligando de receptor
de ecdisona que comprende una mutacion por sustitucion; b) un polipéptido que comprende un dominio de unién a
ADN y un dominio de union a ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutacién por sustitucién; y c) un
polipéptido que comprende un dominio de transactivacion y un dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona
que comprende una mutacién por sustitucion. Preferiblemente, el casete de expresion génica comprende un
polinucledtido que codifica para un polipéptido hibrido seleccionado del grupo que consiste en a) un polipéptido
hibrido que comprende un dominio de transactivacién, un dominio de unién a ADN y un dominio de unién a ligando
de receptor de ecdisona que comprende una mutacién por sustitucion; b) un polipéptido hibrido que comprende un
dominio de unién a ADN y un dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutacién por
sustitucion; y ¢) un polipéptido hibrido que comprende un dominio de transactivacion y un dominio de unién a ligando
de receptor de ecdisona que comprende una mutacion por sustitucion; en el que el polipéptido hibrido codificado
comprende al menos dos fragmentos de polipéptido, en los que cada fragmento de polipéptido procede de una
fuente diferente.

El dominio de unién a ligando (LBD) de receptor de ecdisona (EcR) puede ser de un EcR de invertebrado,
preferiblemente seleccionado de la clase de EcR de artropodo. Preferiblemente el ECR se selecciona del grupo que
consiste en un EcR de lepidépteros, un EcR de dipteros, un EcR de ortopteros, un EcR de homdpteros y un EcR de
hemipteros. Mas preferiblemente, el dominio de unién a ligando de EcR para su uso en la presente invencion es de
un EcR de tortrix de las yemas de la picea Choristoneura fumiferana (“CfEcR”), un EcR de escarabajo Tenebrio
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 castafio 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
Calliphora vicinia (“CvEcR”), un EcR de mosca de la fruta mediterranea Ceratitis capitata (“CcEcR”), un EcR de
langosta Locusta migratoria (“LmEcR”), un EcR de afido 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). Mas preferiblemente, el LBD es de un CfEcR, un DmEcR o un AmaEcR

En una realizacion especifica, el LBD es de un polipéptido de EcR truncado. La truncacion del polipéptido de EcR da
como resultado una delecion 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 6 265 aminoacidos. Preferiblemente, la truncacion del
polipéptido de EcR da como resultado una delecion de al menos un dominio de polipéptido parcial. Mas
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preferiblemente, la truncacién del polipéptido de EcR da como resultado una delecion de al menos un dominio de
polipéptido entero. En una realizacidon especifica, la truncacién del polipéptido de EcR da como resultado una
delecion 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 combinacion de varias deleciones de dominio completo y/o parcial.

En una realizacion especifica, el dominio de union a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un
polinucledtido que comprende una mutacién de codén que da como resultado una sustitucién de a) residuo de
aminoacido 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 6 238 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoacido 95 y 110 de SEQ ID NO: 1, c) residuos de aminoacido
218 y 219 de SEQ ID NO: 1, d) residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, e) residuos de aminoacido 127
y 175 de SEQ ID NO: 1, f) residuos de aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, g) residuos de aminoacido 107,127
y 175 de SEQ ID NO: 1, h) residuos de aminoacido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, i) residuos de aminoacido 96,
107 y 175 de SEQ ID NO: 1, j) residuos de aminoacido 107, 110 y 175 de SEQ ID NO: 1, k) residuo de aminoacido
107, 121, 213 6 217 de SEQ ID NO: 2 o |) residuo de aminoacido 91 6 105 de SEQ ID NO: 3. En una realizacién
preferida, el dominio de unidn a ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor de ecdisona.

En otra realizaciéon especifica, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un
polinucledtido que comprende una mutacién de codén que da como resultado una sustituciéon de a) un residuo de
alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 20, 21, 48, 51, 55, 58, 59, 61, 62, 92, 93,
95, 109, 120, 125, 218, 219, 223, 230, 234 6 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina, valina, isoleucina o
leucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de
alanina, treonina, acido aspartico o metionina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 96 de
SEQ ID NO: 1, d) un residuo de prolina, serina, metionina o leucina en una posicién equivalente o analoga al residuo
de aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de fenilalanina en una posicién equivalente o analoga al residuo
de aminoacido 123 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de alanina en una posicién equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, g) un residuo de alanina en una posiciéon equivalente o analoga a los residuos de
aminoacido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, h) un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1, i) un residuo de glutamina en una posicién equivalente o analoga a los
residuos de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, j) un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, k) un residuo de glutamina en una posicién equivalente o andloga a
los residuos de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, I) un residuo de isoleucina en una posiciéon equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicién equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 127 de SEQ ID NO: 1, m) un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicién equivalente o
analoga a los residuos de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, n) un residuo de valina en una posicién
equivalente o analoga al residuo de aminoéacido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, o) un residuo de alanina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posicién
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, p) un residuo de alanina en una posicion
equivalente o andloga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, q) un residuo de treonina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoécido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, r) un residuo de isoleucina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1, un residuo de prolina en una posicion
equivalente o analoga al aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion equivalente o
analoga al aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, s) una prolina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 107 de SEQ ID NO: 2, t) una arginina o una leucina en una posicién equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 121 de SEQ ID NO: 2, u) una alanina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido
213 de SEQ ID NO: 2, v) una alanina o una serina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido
217 de SEQ ID NO: 2, w) una alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 91 de SEQ ID
NO: 3, o x) una prolina en una posiciéon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3. En
una realizacion preferida, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor de
ecdisona.

En otra realizacién especifica, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una
mutacién por sustitucion es un dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutacion
por sustitucidn codificada por un polinucleétido que comprende una mutacion de codén que da como resultado una
mutacion por sustitucion seleccionada del grupo que consiste en a) mutacion por sustitucion E20A, Q21A, F48A,
151A, T52A, T52V, T52I, T52L, T55A, T58A, V59A, L61A, 162A, M92A, MI3A, R95A, VI6A, VI6T, VI6D, VI6M,
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V1071, F109A, A110P, A110S, A110M, A110L, Y120A, A123F, M125A, R175E, M218A, C219A, L223A, L230A,
L234A, W238A, R95A/A110P, M218A/C219A, V107I/R175E, Y127E/R175E, V107I/Y127E, V107I/Y127E/R175E,
T52V/V1071/R175E. V96A/V1071/R175E, T52A/V1071/R175E, V96T/V1071/R175E o V1071/A110P/R175E de SEQ ID
NO: 1, b) mutacién por sustitucion A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2 y ¢) mutacion
por sustituciéon G91A o A105P de SEQ ID NO: 3.

En otra realizacion especifica, el dominio de union a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una
mutacion por sustitucion es un polipéptido de dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona que comprende
una mutacion por sustitucion codificada por un polinucleétido que se hibrida con un polinucleétido que comprende
una mutacion de coddén que da como resultado una mutacién por sustitucion 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 de hibridacion que comprenden una etapa de hibridacion 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 realizacién preferida,
las condiciones de hibridacién comprenden menos de 200 mM de sal y al menos 37 grados Celsius para la etapa de
hibridacion. En ofra realizacion preferida, las condiciones de hibridacion comprenden 2XSSPE y 63 grados Celsius
para las etapas tanto de hibridacion como de lavado. En otra realizacion preferida, el dominio de union a ligando de
receptor de ecdisona carece de actividad de union esteroide, tal como actividad de union a 20-hidroxiecdisona,
actividad de union a ponasterona A o actividad de unién a muristerona A.

En otra realizacion especifica, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H comprende una
mutacion por sustitucion en una posicidon equivalente o analoga a a) residuo de aminoacido 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 6 238 de SEQ ID NO: 1, b)
residuos de aminoacido 95 y 110 de SEQ ID NO: 1, c) residuos de aminoacido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, d)
residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, e) residuos de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, f)
residuos de aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, g) residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, h)
residuos de aminoacido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, i) residuos de aminoacido 96, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,
j) residuos de aminoacido 107, 110, y 175 de SEQ ID NO: 1, k) residuo de aminoacido 107, 121, 213 6 217 de SEQ
ID NO: 2, o l) residuo de aminoacido 91 6 105 de SEQ ID NO: 3. En una realizacion preferida, el dominio de union a
ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor de ecdisona.

Preferiblemente, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H comprende una sustitucion de a) un
residuo de alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoécido 20, 21, 48, 51, 55, 58, 59, 61, 62,
92, 93, 95, 109,120, 125, 218, 219, 223, 230, 234 6 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina, valina,
isoleucina o leucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, ¢) un
residuo de alanina, treonina, acido aspartico o metionina en una posiciéon equivalente o andloga al residuo de
aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, d) un residuo de prolina, serina, metionina o leucina en una posicion equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de fenilalanina en una posicion equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 123 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de alanina en una posicién equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina en una posicién equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, g) un residuo de alanina en una posiciéon equivalente o
analoga a los residuos de aminoacido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, h) un residuo de isoleucina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1, i) un residuo de glutamina en una posicién
equivalente o analoga a los residuos de aminoacido 175, j) un residuo de isoleucina en una posicién equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicién equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, k) un residuo de glutamina en una posicién equivalente o
analoga a los residuos de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1,I) un residuo de isoleucina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 127 de SEQ ID NO: 1, m) un residuo de isoleucina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion
equivalente o analoga a los residuos de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, n) un residuo de valina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, o) un residuo de alanina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una
posicién equivalente o andloga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, p) un residuo de alanina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, q) un residuo de treonina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una
posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, r) un residuo de isoleucina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1, un residuo de prolina en una
posicion equivalente o analoga al aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion
equivalente o analoga al aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, s) una prolina en una posicion equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 2, t) una arginina o una leucina en una posicion equivalente o analoga al
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residuo de aminoacido 121 de SEQ ID NO: 2, u) una alanina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 213 de SEQ ID NO: 2, v) una alanina o una serina en una posicion equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 217 de SEQ ID NO: 2, w) una alanina en una posiciéon equivalente o analoga al residuo de aminoacido
91 de SEQ ID NO: 3, o x) una prolina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 105 de SEQ
ID NO: 3. En una realizaciéon preferida, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H es de un
receptor de ecdisona.

En otra realizacion especifica, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una
mutacion por sustitucion es un polipéptido de dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona que comprende
una mutacion por sustitucion, en la que la mutacién por sustitucion se selecciona del grupo que consiste en a)
mutacion por sustitucion E20A, Q21A, F48A, 151A, T52A, T52V, T52I, T52L, T55A, T58A, V59A, L61A, 162A, M92A,
M93A, R95A, VI96A, VI6T, VI6D, VI6M, V1071, F109A, A110P, A110S, A110M. A110L, Y120A, A123F, M125A,
R175E, M218A, C219A, L223A, L230A, L234A, W238A, R95A/A110P, M218A/C219A, V1071/R175E,Y127E/R175E,
V1071/Y127B, V1071/Y127E/R175E,T52V/V1071/R175E, VI6A/V1071/R175E, T52A/N1071/R175E,
VI6T/V107I/R175E o V1071/A110P/R175E de SEQ ID NO: 1, b) mutacién por sustitucion A107P, G121R G121L,
N213A, C217A o0 C217S de SEQ ID NO: 2, y c) mutacion por sustituciéon G91A o A105P de SEQ ID NO: 3.

El dominio de union a ADN puede ser cualquier dominio de unién a ADN con un elemento de respuesta conocido,
incluyendo dominios de uniéon a ADN sintéticos y quiméricos, o analogos, combinaciones o modificaciones de los
mismos. Preferiblemente, el DBD es un DBD de GAL4, un DBD de LexA, un DBD de factor de transcripcion, un DBD
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. Mas preferiblemente, el DBD es un DBD de EcR
[SEQ ID NO: 4 (polinucleétido) o SEQ ID NO: 5 (polipéptido)], un DBD de GAL4 [SEQ ID NO: 6 (polinucleétido) o
SEQ ID NO: 7 (polipéptido)], o un DBD de LexA [(SEQ ID NO: 8 (polinucledtido) o SEQ ID NO: 9 (polipéptido)].

El dominio de transactivaciéon (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 aminoacido basico o acido, un AD de VP16, un AD de GAL4, un AD de NP-kB, un AD de BP64, un dominio
de activacién acido B42 (B42AD), un dominio de transactivacion p65 (p65AD), o un analogo, combinacién o
modificacién de los mismos. En una realizacién especifica, el AD es un AD sintético o quimérico, o se obtiene a
partir de un EcR, un receptor de glucocorticoides, VP16, GAL4, NF-kB, o AD de dominio de activacion acido B42.
Preferiblemente, el AD es un AD de EcR [SEQ ID NO: 10 (polinucledtido) o SEQ ID NO: 11 (polipéptido)], un AD de
VP16 [SEQ ID NO: 12 (polinucledtido) o SEQ ID NO: 13 (polipéptido)], un AD de B42 [SEQ ID NO: 14
(polinucledtido) o SEQ ID NO: 15 (polipéptido)], o un AD de p65 [SEQ ID NO: 16 (polinucleétido) o SEQ ID NO: 17

(polipéptido)].

En una realizacion especifica, el casete de expresion génica codifica para un polipéptido hibrido que comprende o
bien a) un dominio de unién a ADN codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, o SEQ ID NO: 8, o bien b) un dominio de transactivacion codificado por un
polinucleétido que comprende una secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14,
o SEQ ID NO: 16; y un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por
sustitucion codificada por un polinucleétido segun la invencion. Preferiblemente, el dominio de unién a ligando de
receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion es un dominio de unioén a ligando de
receptor de ecdisona que comprende una mutacién por sustitucion codificada por un polinucleétido segun la
invencion.

En ofra realizacion especifica, el casete de expresion génica codifica para un polipéptido hibrido que comprende o
bien a) un dominio de unién a ADN que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7,
o0 SEQ ID NO: 9, o bien b) un dominio de transactivacién que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:15, o SEQ ID NO: 17; y un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de
grupo H que comprende una mutacion por sustitucién segun la descripcion. Preferiblemente, el dominio de union a
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustitucion es un dominio de unién a
ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutacion por sustitucion segun la descripcion

La presente descripcién también proporciona un casete de expresion génica que comprende: i) un elemento de
respuesta que comprende un dominio reconocido por un polipéptido que comprende un dominio de unién a ADN; ii)
un promotor que se activa por un polipéptido que comprende un dominio de transactivacion; y iii) un gen cuya
expresion ha de modularse.

El elemento de respuesta (“RE”) puede ser cualquier elemento de respuesta con un dominio de unién a ADN
conocido, o un analogo, combinaciéon o modificacién del mismo. En la presente invencion puede emplearse un RE
individual o pueden usarse multiples RE, o bien multiples copias del mismo RE o bien dos o mas RE diferentes. En
una realizacion especifica, 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 unién a
ADN sintético. Preferiblemente, el RE es un elemento de respuesta a ecdisona (EcCRE) que comprende una
secuencia de polinucledtidos de SEQ ID NO: 18, un GAL4RE que comprende una secuencia de polinucleétidos de
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SEQ ID NO: 19, o un RE de LexA (operon, “op”) que comprende una secuencia de polinucleétidos de SEQ ID NO:
20 (“2XLexAopRE").

Segun la descripcion puede obtenerse un dominio de unién a ADN, dominio de activacién o elemento de respuesta
de receptor nuclear de hormonas esteroideas/tiroideas, a partir de un receptor nuclear de hormonas
esteroideas/tiroideas seleccionado del grupo que consiste en receptor de la hormona tiroidea o (TRa), receptor
tiroideo 1 (c-erbA-1), receptor de la hormona tiroidea B (TRp), receptor de acido retinoico o (RARa), receptor de
acido retinoico B (RARp, HAP), receptor de acido retinoico y (RARY), receptor de acido retinoico tipo gamma (RARD),
receptor activado por el proliferador de peroxisomas o (PPARa), receptor activado por el proliferador de
peroxisomas B (PPARp), receptor activado por el proliferador de peroxisomas & (PPARS, NUC-1), receptor
relacionado con el activador-proliferador de peroxisomas (FFAR), receptor activado por el proliferador de
peroxisomas y (PPARYy), receptor huérfano codificado por la hebra no codificante de receptor de la hormona tiroidea
o (REVERBa), receptor relacionado con v-erb A (EAR-1), receptor relacionado con v-erb (EAR-1A), v), receptor
huérfano codificado por la hebra no codificante de receptor de la hormona tiroidea p (REVERBB), receptor
relacionado con v-erb (EAR-1B), receptor nuclear huérfano BD73 (BD73), receptor relacionado con rev-erbA (RVR),
proteina en dedos de zinc 126 (HZF2), proteina inducible por ecdisona E75 (E75), proteina inducible por ecdisona
E78 (E78), receptor de Drosophila 78 (DR-78), receptor huérfano relacionado con retinoide o (RORa), receptor de
retinoide Z o (RZRa), receptor huérfano relacionado con retinoide p (RORp), receptor de retinoide Z B (RZRp),
receptor huérfano relacionado con retinoide y (RORYy), receptor de retinoide Z y (RZRy), receptor huérfano
relacionado con retinoide (TOR), receptor hormonal 3 (HR-3), receptor hormonal de Drosophila 3 (DHR-3). receptor
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, proteina 15 de interaccion de
receptor (RIP-15), receptor hepatico X B (LXRp), proteina similar al receptor de hormonas esteroideas (RLD-1),
receptor hepatico X (LXR), receptor hepatico X o (LXRa.), receptor farnesoide X (FXR), proteina 14 de interaccién de
receptor (RIP-14), HRR-1, receptor de vitamina D (VDR), receptor nuclear huérfano (ONR-1), receptor de pregnano
X (PXR), receptor esteroide y xenobidtico (SXR), receptor de benzoato X (BXR), receptor nuclear (MB-67), receptor
constitutivo de androstano 1 (CAR-1), receptor constitutivo de androstano o (CARa), receptor constitutivo de
androstano 2 (CAR-2), receptor constitutivo de androstano 3 (CARp), 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
(HNF-4G), factor nuclear de hepatocitos 4B (HNF-4B), factor nuclear de hepatocitos 4D (HNF-4D, DHNF-4), receptor
retinoide X o (RXRa), receptor retinoide X B (RXRp), proteina de unién a la regién Il de H-2 (H-2RIIBP), co-
regulador-1 de receptor nuclear (RCoR-1), receptor retinoide X y (RXRy), ultraespiraculo (USP), receptor nuclear 2Cl,
factor coriénico 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), homodlogo de Tailless (TLX), XTLL, factor de
transcripcion del promotor en el sentido de 5’ de la ovalbumina de pollo | (COUP-TFI), factor de transcripcion del
promotor en el sentido de 5’ de la ovalbumina de pollo A (COUP-TFA), BAR-3, SVP-44, factor de transcripcion del
promotor en el sentido de 5 de la ovalbumina de pollo Il (COUP-TFII), factor de transcripciéon del promotor en el
sentido de 5’ de la ovalbumina de pollo B (COUP-TFB), ARP-1, SVP-40, SVP, factor de transcripcién del promotor
en el sentido de 5’ de la ovalbumina de pollo 11l (COUP-TFIII), factor de transcripcién del promotor en el sentido de 5’
de la ovalbumina de pollo G (COUP-TFG), SVP-46, EAR-2, receptor de estrégeno a (ERa), receptor de estrégeno
(ERB), receptor relacionado con estréogeno 1 (ERR1), receptor relacionado con estrégeno o (ERRa), receptor
relacionado con estrogeno 2 (ERR2), receptor relacionado con estrogeno B (ERRp), receptor de glucocorticoides
(GR), receptor de mineralocorticoides (MR), receptor de progesterona (PR), receptor de andrégenos (AR), gen
inducido por el factor de crecimiento nervioso B (NGFI-B), receptor nuclear similar a Nur-77 (TRS), N10, receptor
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 hepatico regenerante 1 (RNR-1), dedo de zinc
hematopoyético 3 (HZF-3), proteina-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),
proteina de unién adrenal 4 (AD4BP), homdlogo de receptor hepatico (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 transcripcion de fetoproteina (FTF), factor nuclear
de células germinales (GCNFM), receptor asociado a testiculos relacionado con el receptor retinoide (RTR), Knirps
(KNI), relacionados con Knirps (KNRL), gébnada embrionaria (EGON), gen de Drosophila para el receptor nuclear
dependiente de ligando (EAGLE), receptor nuclear similar a Trithorax (ODR?7), Trithorax, gen del cromosoma X en la
region critica de la hipoplasia adrenal congénita de reversion de sexo sensible a dosificacion (DAX-1), hipoplasia
adrenal congénita e hipogonadismo hipogonadotrépico (AHCH) y pareja de heterodimero corto (SHP).

Para fines de esta descripcion los receptores nucleares y receptores nucleares de grupo H también incluyen
receptores nucleares sintéticos y quiméricos y receptores nucleares de grupo H y sus homdlogos.

Los genes de interés para su uso en casetes de expresion génica de los solicitantes pueden ser genes enddgenos o
heterdlogos. La informacion de secuencia de acido nucleico o aminoacidos para una proteina o gen deseado puede
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ubicarse en una de muchas bases de datos de acceso publico, por ejemplo, GENBANK, BMBL, Swiss-Prot y PIR, o
en muchas publicaciones de revista relacionadas con biologia. Por tanto, los expertos en la técnica tienen acceso a
la informacién de secuencia de acido nucleico para practicamente todos los genes conocidos. Entonces puede
usarse tal informacién para construir los constructos deseados para la insercion del gen de interés dentro de los
casetes de expresién génica usados en métodos de los solicitantes descritos en el presente documento.

Los ejemplos de genes de interés para su uso en casetes de expresion 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 disfunciéon, un defecto genético, tal como anticuerpos
monoclonales, enzimas, proteasas, citocinas, interferones, insulina, eritropoyetina, factores de coagulacion, otros
componentes o factores sanguineos, vectores virales para la terapia génica, virus para vacunas, dianas para
descubrimiento de farmacos, analisis y aplicaciones de gendémica funcional y proteémica, y similares

Polinucledtidos de la invencion

El sistema de expresién génica inducible basado en receptores nucleares novedoso de la invencién comprende al
menos un casete de expresion génica que comprende un polinucledtido que codifica para un dominio de union a
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion. Estos casetes de expresion
génica, los polinuclesdtidos que comprenden, y los polipéptidos que codifican son Utiles como componentes de un
sistema de expresion génica basado en receptores nucleares para modular la expresion de un gen dentro de una
célula huésped.

Por tanto, la presente descripcion proporciona un polinucleétido aislado que codifica para un dominio de unién a
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion.

En una realizacion especifica, el dominio de uniéon a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un
polinucledtido que comprende una mutacion de codén que da como resultado una sustituciéon de un residuo de
aminoacido en una posicion equivalente o analoga a a) residuo de aminoacido 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 6 238 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de
aminoacido 95 y 110 de SEQ ID NO:1, c) residuos de aminoacido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, d) residuos de
aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1. e) residuos de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, f) residuos de
aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO:1, g) residuos de aminoacido 107,127 y 175 de SEQ ID NO:1, h) residuos de
aminoacido 52,107 y 175 de SEQ ID NO: 1, i) residuos de aminoacido 96, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, j) residuos de
aminoacido 107, 110 y 175 de SEQ ID NO: 1. k) residuo de aminoacido 107, 121, 213 6 217 de SEQ ID NO: 2, 0 1)
residuo de aminoacido 91 6 105 de SEQ ID NO: 3. En una realizacion preferida, el dominio de unién a ligando de
receptor nuclear de grupo H es de un receptor de ecdisona.

En otra realizacién especifica, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un
polinucledtido que comprende una mutacion de codén que da como resultado una sustitucion de a) un residuo de
alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 20, 21, 48, 51, 55, 58, 59, 61, 62, 92, 93,
95, 109,120, 125, 218, 219, 223, 230, 234 6 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina, valina, isoleucina o
leucina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de
alanina, treonina, acido aspartico o metionina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 96 de
SEQ ID NO: 1, d) un residuo de prolina, serina, metionina o leucina en una posicién equivalente o analoga al residuo
de aminoéacido 110 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de fenilalanina en una posicién equivalente o analoga al residuo
de aminoacido 123 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de alanina en una posicién equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, g) un residuo de alanina en una posicién equivalente o analoga a los residuos de
aminoacido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, h) un residuo de isoleucina en una posicién equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1, i) un residuo de glutamina en una posicion equivalente o analoga a los
residuos de aminoacido 175, j) un residuo de isoleucina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, k) un residuo de glutamina en una posicion equivalente o analoga a los residuos
de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, I) un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicién equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 127 de SEQ ID NO: 1, m) un residuo de isoleucina en una posiciéon equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion equivalente o analoga a los
residuos de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, n) un residuo de valina en una posicién equivalente o analoga
al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicidon equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, o) un residuo de alanina en una posicidon equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicién equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, p) un residuo de alanina en una posicidon equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicidon equivalente o analoga al
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residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, q) un residuo de treonina en una posicion equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicidon equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, r) un residuo de isoleucina en una posicién equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1, un residuo de prolina en una posicidon equivalente o analoga al
aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posiciéon equivalente o analoga al aminoacido
175 de SEQ ID NO: 1, s) una prolina en una posiciéon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ
ID NO: 2, t) una arginina o una leucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 121 de SEQ
ID NO: 2, u) una alanina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 213 de SEQ ID NO: 2, v)
una alanina o una serina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 217 de SEQ ID NO: 2, w)
una alanina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 91 de SEQ ID NO: 3, o x) una prolina
en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3. En una realizacion preferida,
el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor de ecdisona.

En otra realizacion especifica, el dominio de union a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una
mutacion por sustitucion es un dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutacion
por sustitucidon codificada por un polinucleétido que comprende una mutacion de codén que da como resultado una
mutacion por sustitucion seleccionada del grupo que consiste en a) mutacion por sustitucion E20A, Q21A, F48A,
I51A, T52A, T52V, T52I, T52L, T55A, T58A, V59A, L61A, 162A, M92A, M93A, R95A, VO6A, VI6T, VI6D, VI6M,
V1071, F109A, A110P, A110S, A110M, A101L, Y120A, A123F, M125A, R175E, M218A, C219A, L223A, L230A,
L234A, W238A, R95A/A110P, M218A/C219A, V107II/R175E, Y127E/R175E, V1071/Y127E, V1071/Y127E/R175E,
T52V/V107I/RI75E, VO6A/NV1071/R175E, T52A/NV1071/R175E, VI6T/V1071/R175E o V1071/A110P/R175E de SEQ ID
NO: 1, b) mutacion por sustitucién A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2 y ¢) mutacion
por sustituciéon G91A o A105P de SEQ ID NO: 3.

En otra realizacion especifica, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una
mutacion por sustitucion es un dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutacion
por sustitucion codificada por un polinucleétido que se hibrida con un polinucleétido que comprende una mutacion de
coddn que da como resultado una mutacién por sustitucion 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
de hibridacién que comprenden una etapa de hibridacién 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 realizacién preferida, las condiciones de
hibridacion comprenden menos de 200 mM de sal y al menos 37 grados Celsius para la etapa de hibridacion. En
otra realizacion preferida, las condiciones de hibridacion comprenden 2XSSPE y 63 grados Celsius para las etapas
tanto de hibridacion como de lavado. En otra realizacion preferida, el dominio de unién a ligando de receptor de
ecdisona carece de actividad de unién a esteroides tal como 20-hidroxiecdisona, ponasterona A o muristerona A.

La presente descripcién también proporciona un polinucleétido aislado que codifica para un polipéptido seleccionado
del grupo que consiste en a) un polipéptido que comprende un dominio de transactivacién, un dominio de unién a
ADN, y un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion
segun la descripcion b) un polipéptido que comprende un dominio de unién a ADN y un dominio de unién a ligando
de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutaciéon por sustitucidn segun la descripcion; y ¢) un
polipéptido que comprende un dominio de transactivacion y un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de
grupo H que comprende una mutacién por sustitucién segun la descripcion

En una realizacion especifica, el polinucleétido aislado codifica para un polipéptido hibrido seleccionado del grupo
que consiste en a) un polipéptido hibrido que comprende un dominio de transactivacion, un dominio de unién a ADN,
y un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion segun
la descripcién: b) un polipéptido hibrido que comprende un dominio de unién a ADN y un dominio de unién a ligando
de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutaciéon por sustitucidn segun la descripcion; y ¢) un
polipéptido hibrido que comprende un dominio de transactivacion y un dominio de unién a ligando de receptor
nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion segun la descripcion.

La presente descripcion también se refiere a un polinucleétido aislado que codifica para un dominio de unién a
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion, en la que la mutacién por
sustitucion afecta a la actividad de unién a ligando o la sensibilidad a ligando del dominio de unién a ligando de
receptor nuclear de grupo H.

En particular, la presente descripcion se refiere a un polinucleétido aislado que codifica para un dominio de unién a
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion, en la que la mutacién por
sustitucion reduce la actividad de union a ligando o la sensibilidad a ligando del dominio de unién a ligando de
receptor nuclear de grupo H.

En una realizacién especifica, la presente descripcion se refiere a un polinucleétido aislado que codifica para un

dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion, en la que
la mutacion por sustituciéon reduce la actividad de union a esteroides o la sensibilidad a esteroides del dominio de
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union a ligando de receptor nuclear de grupo H. Preferiblemente, el polinucleétido aislado comprende una mutacion
de codon que da como resultado una sustitucion de un residuo de aminoacido en una posicién equivalente o
analoga a a) residuo de aminoacido 20, 21, 48, 51, 52, 55, 58, 59, 62, 92, 93, 95, 109, 110, 120, 123, 125, 218, 219,
223, 230, 234 6 238 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoacido 95 y 110 de SEQ ID NO: 1, c) residuos de
aminoacido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, d) residuo de aminoacido 107, 121, 213, o 217 de SEQ ID NO: 2, o €)
residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3. Mas preferiblemente, el polinucledtido aislado comprende una
mutacion de codon que da como resultado una sustitucién de a) un residuo de alanina en una posicién equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 20, 21, 48, 51, 52, 55, 58, 59, 62, 92, 93, 95, 109, 120, 1 25, 21 8, 219, 223, 230,
234 6 238 de SEQ ID NO:1, b) un residuo de prolina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido
110 de SEQ ID NO:1, c) un residuo de fenilalanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido
123 de SEQ END NO: 1, d) un residuo de alanina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido
95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 110 de
SEQ ID NO: 1, e) un residuo de alanina en una posicion equivalente o analoga a los residuos de aminoacido 218 y
219 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de prolina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107
de SEQ ID NO: 2, g) un residuo de arginina o leucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 121 de SEQ ID NO: 2, h) un residuo de alanina en una posicién equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 213 de SEQ ID NO: 2, i) un residuo de alanina o serina en una posicion equivalente o analoga al residuo
de aminoacido 217 de SEQ ID NO: 2, o j) un residuo de prolina en una posiciéon equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso mas preferiblemente, el polinucleétido aislado comprende una mutacion
de coddn que da como resultado una mutacién por sustitucion de a) E20A, Q21A, F48A, 151A, T52A, T55A, T58A,
V59A, 162A, M92A, M9O3A, 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 realizacion especifica, la presente descripcion se refiere a un polinucleétido aislado que codifica para un
dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion, en la que
la mutaciéon por sustitucion elimina la actividad de unién a esteroides o la sensibilidad a esteroides del dominio de
union a ligando de grupo H. Preferiblemente, el polinucleétido aislado comprende una mutaciéon de coddén que da
como resultado una sustitucion de un residuo de aminoacido en una posicién equivalente o analoga a a) residuo de
aminoacido 58 6 110 de SEQ ID NO:1, b) residuos de aminoacido 107, 110 y 175 de SEQ ID NO:1, c) residuo de
aminoacido 107,121, 213 6 217 de SEQ ID NO: 2, o d) residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3. Mas
preferiblemente, el polinucleétido aislado comprende una mutacion de codon que da como resultado una sustitucion
de a) una alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 58 de SEQ ID NO:1, b) un residuo
de prolina, leucina, serina o metionina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 110 de SEQ
ID NO:1, c) una isoleucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO:1,
una prolina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, y una glutamina
en una posiciéon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, d) una prolina en una
posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 2, e) una arginina o una leucina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 121 de SEQ ID NO: 2, f) una alanina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 213 de SEQ ID NO: 2, g) una alanina o una serina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 217 de SEQ ID NO: 2, o h) una prolina en una posicion equivalente
0 analoga al residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso mas preferiblemente, el polinucleétido aislado
comprende una mutacién de codén que da como resultado una mutacién por sustitucion seleccionada del grupo que
consiste en a) mutacién por sustitucion T58A, A110P, A110L, A110S, A110M, o V1071/A110P/R175E de SEQ ID
NO:1, b) mutacion por sustitucion A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2, y c) mutacion
por sustitucion A105P de SEQ ID NO: 3.

La presente descripcion también se refiere a un polinucleétido aislado que codifica para un polipéptido que
comprende un dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona que comprende una mutacion por sustitucién, en
la que el dominio de union a ligando de receptor de ecdisona carece de actividad de unién a esteroides.
Preferiblemente, el dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona comprende una mutacién de codén que da
como resultado una mutacién por sustituciéon en una posiciéon equivalente o analoga al residuo de aminoacido a a)
residuo de aminoacido 58 6 110 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoacido 107, 110 y 175 de SEQ ID NO:1, b)
residuo de aminoacido 107, 121, 213 6 217 de SEQ ID NO: 2, o d) residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3.
Mas preferiblemente, el dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona comprende una mutaciéon de codén que
da como resultado una sustitucién de a) una alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido
58 de SEQ ID NO:1, b) un residuo de prolina, leucina, serina o metionina en una posicion equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, ¢) una isoleucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 107 de SEQ ID NO:1, una prolina en una posiciéon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 110
de SEQ ID NO: 1, una glutamina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID
NO: 1, d) una prolina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 2, e) una
arginina o una leucina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 121 de SEQ ID NO: 2, f) una
alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 213 de SEQ ID NO: 2, g) una alanina o una
serina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 217 de SEQ ID NO: 2, o h) una prolina en
una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso mas preferiblemente, el
dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona aislado comprende una mutaciéon de codén que da como
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resultado una mutacién por sustitucion seleccionada del grupo que consiste en a) mutacion por sustitucion T58A,
AI10P, A110L, AI10S, A110M o V107I/A110P/R175E de SEQ ID NO: 1, b) mutacién por sustitucion A107P, 0121R,
G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2, y ¢) mutacién por sustitucion A105P de SEQ ID NO: 3. En una
realizaciéon especifica, el dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona carece de actividad de union a
esteroides seleccionada del grupo que consiste en actividad de unién a ecdisona, actividad de unién a 20-
hidroxiecdisona, actividad de unién a ponasterona A y actividad de unién a muristerona A.

En otra realizacion especifica, el polinucleétido aislado que codifica para un dominio de unién a ligando de receptor
de ecdisona que comprende una mutacion por sustitucion, en la que el dominio de unién a ligando de receptor de
ecdisona carece de actividad de unién a esteroides, se hibrida con polinucleétido que comprende una mutacion de
codon que da como resultado una mutacion por sustitucion seleccionada del grupo que consiste en a) mutacion por
sustitucion T58A, A110P, A110L, A110S, A110M o V107I/A110P/R175E de SEQ ID NO: 1, b) mutacién por
sustitucion A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2, y c) mutacién por sustitucion A105P
de SEQ ID NO: 3 en condiciones de hibridacion que comprenden una etapa de hibridacion 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
realizacién preferida, las condiciones de hibridacion comprenden menos de 200 mM de sal y al menos 37 grados
Celsius para la etapa de hibridaciéon. En otra realizacion preferida, las condiciones de hibridacion comprenden
2XSSPE y 63 grados Celsius para las etapas tanto de hibridacién como de lavado. En otra realizacion preferida, el
dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona carece de actividad de unidn a esteroides seleccionada del
grupo que consiste en actividad de uniéon a ecdisona, actividad de union a 20-hidroxiecdisona, actividad de union a
ponasterona A y actividad de unién a muristerona A.

En otra realizacion especifica, la presente descripcion se refiere a un polinucleétido aislado que codifica para un
dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion, en la que
la mutacion por sustitucién reduce la actividad de union a compuestos no esteroideos o la sensibilidad a compuestos
no esteroideos del dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H. Preferiblemente, el polinucleétido
aislado comprende una mutacién de coddén que da como resultado una sustitucion de un residuo de aminoacido en
una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido a) 21, 48, 51, 52, 59, 62, 93, 95, 96, 109, 120, 123,
125, 218, 219, 223, 230, 234 6 238 de SEQ ID NO:1, b) 121, 213 6 217 de SEQ ID NO:2 o c¢) 105 de SEQ ID NO: 3.
Mas preferiblemente, el polinucledtido aislado comprende una mutacion de codén que da como resultado una
sustitucion de a) un residuo de alanina en una posicién equivalente o andloga al residuo de aminoacido 21, 48, 51,
59, 62, 93, 95, 96, 109,120,125, 218, 219, 223, 230, 234 6 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de leucina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de treonina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, d) un residuo de fenilalanina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 123 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de alanina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 95 de SEQ ID NO:1 y un residuo de prolina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de alanina en una posicion
equivalente o analoga a los residuos de aminoacido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, g) una arginina o residuo de
leucina en una posiciéon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 121 de SEQ ID NO: 2, h) un residuo de
alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 213 de SEQ ID NO: 2, i) un residuo de
alanina o serina en una posiciéon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 217 de SEQ ID NO: 2, o j) un
residuo de prolina en una posicidon equivalente o andloga al residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso
mas preferiblemente, el polinucledtido aislado comprende una mutacion de coddén que da como resultado una
mutacion por sustitucion de a) Q21A, F48A, I151A, T52L, V59A, 162A, MI3A, R95A, VI6A, VI6T, F109A, Y120A,
A123F, M125A, M218A, C219A, L223A, L230A, L234A, W238A, R95A/A110P o M218/C219A de SEQ ID NO: 1, b)
G121R, 01211, N213A, C217A 0 C217S de SEQ ID NO: 2, o c) A105P de SEQ ID NO: 3.

En otra realizacion especifica, la presente descripcion se refiere a un polinucleétido aislado que codifica para un
dominio de unién a ligando de polipéptido de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por
sustitucion, en la que la mutacion por sustituciéon elimina la actividad de unidon a compuestos no esteroideos o la
sensibilidad a compuestos no esteroideos del dominio de union a ligando de grupo H.

En otra realizacion especifica, la presente descripcion se refiere a un polinucleétido aislado que codifica para un
dominio de unién a ligando de polipéptido de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por
sustitucion, en la que la mutacién por sustitucion reduce tanto la actividad de unién a esteroides como la sensibilidad
a esteroides y la actividad de unién a compuestos no esteroideos o la sensibilidad a compuestos no esteroideos del
dominio de unién a ligando de grupo H. Preferiblemente, el polinucleétido aislado comprende una mutacion de codon
que da como resultado una sustitucion de un residuo de aminoacido en una posicion equivalente o analoga a a)
residuo de aminoacido 21, 48, 51, 59, 62, 93, 95, 109, 120,123, 125, 218, 219, 223, 230, 234 6 238 de SEQ ID NO:
1, b) residuos de aminoacido 95 y 110 de SEQ ID NO:1, c) residuos de aminoacido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, d)
residuo de aminoacido 121, 213 6 217 de SEQ ID NO: 2, o e) residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3. Mas
preferiblemente, el polinucleétido aislado comprende una mutacion de codén que da como resultado una sustitucion
de a) un residuo de alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 21, 48, 51, 59, 62, 93,
95, 109, 120, 125, 218, 219, 223, 230, 234 6 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de fenilalanina en una posicion
equivalente o andloga al residuo de aminoacido 123 de SEQ ID NO: 1, c¢) un residuo de alanina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 95 de SEQ ID NO:1 y un residuo de prolina en una posicion
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equivalente o analoga al residuo de aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, d) un residuo de alanina en una posicion
equivalente o analoga a los residuos de aminoacido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de arginina o leucina
en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 121 de SEQ ID NO: 2, f) un residuo de alanina en
una posiciéon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 213 de SEQ ID NO: 2, g) un residuo de alanina o
serina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 217 de SEQ ID NO: 2, o h) un residuo de
prolina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso mas
preferiblemente, el polinucleétido aislado comprende una mutaciéon de codon que da como resultado una mutacion
por sustitucion de Q21A, F48A, I151A, V59A, 162A, 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
0 C217S de SEQ ID NO: 2, o c) A105P de SEQ ID NO: 3.

Ademas, la presente descripcion también se refiere a un polinucleétido aislado que codifica para un dominio de
union a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucién, en la que la mutacion
por sustitucion potencia la actividad de union a ligando o la sensibilidad a ligando del dominio de unidn a ligando de
receptor nuclear de grupo H.

En una realizaciéon especifica, la presente descripcion se refiere a un polinucleétido aislado que codifica para un
dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion, en la que
la mutacién por sustitucion potencia la actividad de unién a esteroides o la sensibilidad a esteroides del dominio de
union a ligando de receptor nuclear de grupo H. Preferiblemente, el polinucleétido aislado comprende una mutacion
de codon que da como resultado una sustitucion de un residuo de aminoacido en una posicién equivalente o
analoga a a) residuo de aminoacido 52 6 96 de SEQ ID NO: 1 o b) residuo de aminoacido 91 de SEQ ID NO: 3. Mas
preferiblemente, el polinucleétido aislado comprende una mutacion de codon que da como resultado una sustitucion
de a) un residuo de leucina, valina o isoleucina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52
de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina, treonina, acido aspartico o metionina en una posicidon equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de treonina en una posicién equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1, y un residuo de glutamina en una posicién equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 175 de (SEQ ID NO: 1, o d) un residuo de alanina en una posicién equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 91 de SEQ ID NO: 3. Incluso mas preferiblemente, el polinucleétido aislado
comprende una mutacioén de codén que da como resultado a mutacién por sustitucion de a) T52L, T52V, T52I, VI6A,
V96T, V96D, o VI96M de SEQ ID NO: 1 0 b) G91A de SEQ ID NO: 3.

En otra realizacion especifica, la presente descripcion se refiere a un polinucleétido aislado que codifica para un
dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion, en la que
la mutaciéon por sustitucion potencia la actividad de unién a compuestos no esteroideos o la sensibilidad a
compuestos no esteroideos del dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H. Preferiblemente, el
polinucledtido aislado comprende una mutacion de coddén que da como resultado una sustitucion de un residuo de
aminoacido en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52, 5 6 96 de SEQ ID NO: 1 o b)
residuo de aminoécido 91 de SEQ ID NO: 3. Mas preferiblemente, el polinucleétido aislado comprende una mutacion
de coddn que da como resultado una sustitucién de a) un residuo de alanina, valina o isoleucina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 55 de SEQ ID NO:1, c) un residuo de acido aspartico o metionina en
una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, o d) un residuo de alanina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 91 de SEQ ID NO: 3. Incluso mas preferiblemente, el
polinucledtido aislado comprende una mutacién de codén que da como resultado una mutacion por sustitucion de a)
T52A, T52V, TS2I, T55A, V96D o V96M de SEQ ID NO: 1 0 b) G91A de SEQ ID NO: 3.

En otra realizacion especifica, la presente descripcion se refiere a un polinucleétido aislado que codifica para un
dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion, en la que
la mutacion por sustitucion potencia tanto la actividad de union a esteroides o la sensibilidad a esteroides como la
actividad de unién a compuestos no esteroideos o la sensibilidad a compuestos no esteroideos del dominio de unién
a ligando de grupo H. Preferiblemente, el polinucledtido aislado comprende una mutacién de codén que da como
resultado una sustituciéon de un residuo de aminoacido en una posicidon equivalente o analoga a a) residuo de
aminoacido 52, 96, 107 6 175 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, c) residuos
de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, d) residuos de aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, e) residuos de
aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, f) residuos de aminoacido 52,107 y 175 de SEQ ID NO: 1, g) residuos
de aminoacido 96, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, o h) residuo de aminoacido 91 de SEQ ID NO: 3. Mas
preferiblemente, el polinucledtido aislado comprende una mutacion de codon que da como resultado una sustitucion
de a) un residuo de valina o isoleucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ
ID NO: 1, b) un residuo de acido aspartico o metionina en una posicién equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de isoleucina en una posicién equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1, d) un residuo de glutamina en una posicién equivalente o analoga a los residuos
de aminoacido 175, e) un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107
de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoéacido 175 de
SEQ ID NO: 1, f) un residuo de glutamina en una posicion equivalente o analoga a los residuos de aminoacido 127 y
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175 de SEQ ID NO: 1, g) un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido
107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido
127 de SEQ ID NO:1, h) un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido
107 de SEQ ID NO:1 y un residuo de glutamina en una posicién equivalente o analoga a los residuos de aminoacido
127 y 175 de SEQ ID NO: 1, i) un residuo de valina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido
52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de amino&cido 107
de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoéacido 175 de
SEQ ID NO: 1, j) un residuo de alanina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 96 de SEQ
ID NO:1, un residuo de isoleucina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID
NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID
NO: 1, k) un residuo de alanina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO:
1, un residuo de isoleucina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1y
un residuo de glutamina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, o |)
un residuo de alanina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 91 de SEQ ID NO: 3. Incluso
mas preferiblemente, el polinucledtido aislado comprende una mutacion de coddén que da como resultado una
mutacion por sustitucion de a) T52V, T521, V96D, VO96M, V1071, R175E, V107I/R175E, Y127E/R175E, V1071/Y127E,
V1071/Y127E/R175E, T52V/V10I/VR175E, VO6A/N1071/R175E o T52A/V1071/R175E de SEQ ID NO: 1 o0 b) G91A de
SEQ ID NO: 3.

Ademas, la presente descripcion se refiere a un vector de expresién que comprende un polinucleétido segun la
invencion, operativamente unido a un elemento regulador de la transcripcion. Preferiblemente, el polinucleétido que
codifica para un dominio de unién a ligando de receptor nuclear que comprende una mutacion por sustitucion esta
operativamente unido con una secuencia de control de la expresion que permite la expresion del dominio de unién a
ligando de receptor nuclear en una célula huésped competente para la expresion. La secuencia de control de la
expresion puede comprender un promotor que es funcional en la célula huésped en la que se desea la expresion. El
vector puede ser una molécula de ADN de plasmido o un vector viral. Los vectores virales preferidos incluyen
retrovirus, adenovirus, virus adenoasociado, virus del herpes y virus vaccinia. La descripcidn se refiere ademas a un
virus recombinante de replicacion defectuosa que comprende en su genoma, el polinucleétido que codifica para un
dominio de union a ligando de receptor nuclear que comprende una mutacién por sustitucion tal como se describid
anteriormente. Por tanto, la presente descripcién también se refiere a una célula huésped aislada que comprende un
vector de expresién de ese tipo, en el que el elemento regulador de la transcripcion es operativo en la célula
huésped.

La presente invenciéon también se refiere a un polipéptido aislado codificado por un polinucleétido segun la
invencion.

Polipéptidos de la invencion

El sistema de expresién génica inducible basado en receptores nucleares novedoso de la invencién comprende al
menos un casete de expresiéon génica que comprende un polinucleétido que codifica para un polipéptido que
comprende un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por
sustitucion. Por tanto, la presente invencion también proporciona un polipéptido aislado que comprende un dominio
de unioén a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucién segun la descripcion

En otra realizacion especifica, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H comprende una
mutacion por sustitucion en una posicidon equivalente o analoga a a) residuo de aminoacido 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 6 238 de SEQ ID NO:1, b)
residuos de aminoacido 95 y 110 de SEQ ID NO:1, c) residuos de aminoacido 218 y 219 de SEQ ID NO:1, d)
residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, e) residuos de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, f)
residuos de aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1, g) residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, h)
residuos de aminoacido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, i) residuos de aminoacido 96,107 y 175 de SEQ ID NO: 1, j)
residuos de aminoacido 107, 110 y 175 de SEQ ID NO: 1, k) residuo de aminoacido 107, 121, 213, 0 217 de SEQ ID
NO: 2, o 1) residuo de aminoacido 91 6 105 de SEQ ID NO: 3. En una realizacién preferida, el dominio de unién a
ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor de ecdisona.

Preferiblemente, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H comprende una sustitucion de a) un
residuo de alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoécido 20, 21, 48, 51, 55, 58, 59, 61, 62,
92, 93, 95, 109, 120, 125, 218, 219, 223, 230, 234 6 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina, valina,
isoleucina o leucina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO:1, c¢) un
residuo de alanina, treonina, acido aspartico o metionina en una posiciéon equivalente o andloga al residuo de
aminoacido 96 de SEQ ID NO:1, d) un residuo de prolina, serina, metionina o leucina en una posicion equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de fenilalanina en una posicién equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 123 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de alanina en una posicién equivalente o
andloga al residuo de aminoacido 95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina en una posicién equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, g) un residuo de alanina en una posicion equivalente o
analoga a los residuos de aminoacido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, h) un residuo de isoleucina en una posicion
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equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1, i) un residuo de glutamina en una posicion
equivalente o analoga a los residuos de aminoacido 175, j) un residuo de isoleucina en una posicién equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicién equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, k) un residuo de glutamina en una posicién equivalente o
analoga a los residuos de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1,I) un residuo de isoleucina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 127 de SEQ ID NO: 1, m) un residuo de isoleucina en una posicion
equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion
equivalente o analoga a los residuos de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, n) un residuo de valina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una
posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, o) un residuo de alanina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una
posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, p) un residuo de alanina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, q) un residuo de treonina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de isoleucina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una
posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, r) un residuo de isoleucina en una
posicion equivalente o andloga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1, una prolina en una posicion
equivalente o analoga al aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, s) una prolina en una posiciéon equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 2, t) una arginina o una leucina en una posicion equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 121 de SEQ ID NO: 2, u) una alanina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 213 de SEQ ID NO: 2, v) una alanina o una serina en una posicion equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 217 de SEQ ID NO: 2, w) una alanina en una posiciéon equivalente o analoga al residuo de aminoacido
91 de SEQ ID NO: 3, o x) una prolina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 105 de SEQ
ID NO: 3. En una realizaciéon preferida, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H es de un
receptor de ecdisona.

En otra realizacion especifica, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una
mutacion por sustitucion es un polipéptido de dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona que comprende
una mutacion por sustitucion, en la que la mutacién por sustitucion se selecciona del grupo que consiste en a)
mutacion por sustitucion E20A, Q21A, F48A, I151A, T52A, T52V, T52I, T52L. T55A, T58A, V59A, L61A, 162A, M92A,
M93A, R95A, VI6A, VI6T, VI6D, VI6M, V1071, F109A, A110P, A110S, A110M, A110L, Y120A, A123F, M125A,
R175E, M218A, C219A, L223A, L230A, L234A, W238A, R95A/A110P, M21BA/C219A, V1071/R175E, Y127E/R175E,
V1071/Y127E, V1071/Y127E/R175E, T52V/V107R175E, VO6A/NV1071/R175E, T52A/NV1071/R175E VI6T/V1071/R175E
o V107I/A110P/R175E de SEQ ID NO: 1, b) mutacién por sustitucion A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o
C217S de SEQ ID NO: 2, y ¢) mutacion por sustitucion G91A o A105P de SEQ ID NO: 3.

La presente descripcién también proporciona un polipéptido aislado seleccionado del grupo que consiste en a) un
polipéptido aislado que comprende un dominio de transactivacion, un dominio de unién a ADN, y un dominio de
union a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion segun la descripcion;
b) un polipéptido aislado que comprende un dominio de unién a ADN y un dominio de unién a ligando de receptor
nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustitucion segun la descripcion; y c) un polipéptido aislado
que comprende un dominio de transactivacién y un dominio de union a ligando de receptor nuclear de grupo H que
comprende una mutacién por sustitucion segun la descripcion. En una realizacion preferida, el dominio de unién a
ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor de ecdisona.

La presente descripcidn también proporciona un polipéptido hibrido aislado seleccionado del grupo que consiste en
a) un polipéptido hibrido aislado que comprende un dominio de transactivaciéon, un dominio de unién a ADN, y un
dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustituciéon segun la
descripcién b) un polipéptido hibrido aislado que comprende un dominio de unién a ADN y un dominio de unién a
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucién segun la descripcion; y ¢) un
polipéptido hibrido aislado que comprende un dominio de transactivacion y un dominio de unién a ligando de
receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustitucion segun la descripcion. En una realizacion
preferida, el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H es de un receptor de ecdisona.

La presente descripcion también proporciona un polipéptido aislado que comprende un dominio de union a ligando
de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucién que afecta a la actividad de unién a
ligando o a la sensibilidad a ligando del dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H.

En particular, la presente descripcion se refiere a un polipéptido de receptor nuclear de grupo H aislado que
comprende un dominio de union a ligando que comprende una mutacion por sustitucion que reduce la actividad de
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union a ligando o la sensibilidad a ligando del dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H.

En una realizacion especifica, la presente descripcion se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio
de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucién que reduce la
actividad de union a esteroides o la sensibilidad a esteroides del dominio de unién a ligando de receptor nuclear de
grupo H. Preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitucion de un residuo de aminoacido en una
posicion equivalente o analoga a a) residuo de aminoacido 20, 21, 48, 51, 52, 55, 58, 59, 62, 92, 93, 95,109,110,120,
123,125, 218, 219, 223, 230, 234 6 238 de SEQ ID NO: 1, b) residuo de aminoacido 107,121, 213 6 217 de SEQ ID
NO: 2, o ¢) residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3. Mas preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una
sustitucion de a) un residuo de alanina en una posiciéon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 20, 21, 48,
51, 52, 55, 58, 59, 62, 92, 93, 95, 109, 120, 125, 218, 219, 223, 230, 234 6 238 de SEQ ID NO:1, b) un residuo de
prolina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de
fenilalanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 123 de SEQ ID NO: 1, d) un residuo de
alanina en una posicién equivalente o andloga al residuo de aminoacido 95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina
en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de alanina en
una posicién equivalente o analoga a los residuos de aminoéacido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de
prolina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 2, g) un residuo de
arginina o leucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 121 de SEQ ID NO: 2, h) un
residuo de alanina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 213 de SEQ ID NO: 2, i) un
residuo de alanina o serina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 217 de SEQ ID NO: 2, o
j) un residuo de prolina en una posicién equivalente o andloga al residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3.
Incluso mas preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una mutacién por sustituciéon de a) E20A, Q21A,
F48A, 151A, T52A, T55A, T58A, V59A, 162A, M92A, M9O3A, RI5A, 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 0 C217S de SEQ ID NO: 2, o c) A105P de SEQ ID NO: 3.

En ofra realizacién especifica, la presente descripcion se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio
de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustituciéon que elimina la
actividad de unién a esteroides o la sensibilidad a esteroides del dominio de unién a ligando de grupo H.
Preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitucion de un residuo de aminoacido en una posicion
equivalente o andloga a a) residuo de aminoéacido 58 6 110 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoacido 107, 110 y
175 de SEQ ID NO: 1, c) residuo de aminoacido 107, 121, 213 6 217 de SEQ ID NO: 2, o d) residuo de aminoacido
105 de SEQ ID NO: 3. Mas preferiblemente, el polinucleétido aislado comprende una mutaciéon de codon que da
como resultado una sustitucion de a) una alanina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 58
de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de prolina, leucina, serina o metionina en una posicion equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1, un residuo de prolina en una posicidon equivalente o analoga al
aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicién equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, d) una prolina en una posicion equivalente o anéloga al residuo de aminoacido
107 de SEQ ID NO: 2, e) una arginina o una leucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido
121 de SEQ ID NO: 2, f) una alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 213 de SEQ
ID NO: 2, g) una alanina o una serina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 217 de SEQ
ID NO: 2, o h) una prolina en una posiciéon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3.
Incluso mas preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una mutacién por sustitucién seleccionado del grupo
que consiste en a) mutacion por sustitucion T58A, A110P, A110L, A110S, A110M o V1071/A110P/R175E de SEQ ID
NO:1, b) mutacion por sustitucion A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2, y c) mutacion
por sustitucion A105P de SEQ ID NO: 3.

La presente descripcidon también se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio de union a ligando de
receptor de ecdisona que comprende una mutacion por sustitucion, en la que el dominio de unioén a ligando de
receptor de ecdisona carece de actividad de union a esteroides. Preferiblemente, el dominio de unién a ligando de
receptor de ecdisona comprende una mutacion por sustitucién a una posicion equivalente o andloga al residuo de
aminoacido a a) residuo de aminoacido 58 6 110 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoacido 107,110 y 175 de
SEQ ID NO: 1, c) residuo de aminoacido 107, 121, 213 6 217 de SEQ ID NO: 2, o d) residuo de aminoacido 105 de
SEQ ID NO: 3. Mas preferiblemente, el dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona comprende una
sustitucion de a) una alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 58 de SEQ ID NO: 1,
b) un residuo de prolina, leucina, serina o metionina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoéacido
110 de SEQ ID NO: |, ¢) un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido
107 de SEQ ID NO: 1, un residuo de prolina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 110 de
SEQ ID NO: 1 y un residuo de glutamina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de
SEQ ID NO: 1, d) una prolina en una posicidn equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 2,
€) una arginina o una leucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 121 de SEQ ID NO: 2,
f) una alanina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 213 de SEQ ID NO: 2, g) una alanina
0 una serina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 217 de SEQ ID NO: 2, o h) una prolina
en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso mas preferiblemente,
el dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona comprende una mutacién por sustitucion seleccionada del

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2422303 T3

grupo que consiste en a) mutacion por sustitucion T58A, A110f, A110L, A110S, A110M o V1071/A110P/R175E de
SEQ ID NO: 1, b) mutacién por sustitucion A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o C217S de SEQ ID NO: 2, y ¢)
mutacion por sustitucion A105P de SEQ ID NO: 3. En una realizacion especifica, el dominio de union a ligando de
receptor de ecdisona carece de actividad de union a esteroides seleccionada del grupo que consiste en actividad de
union a ecdisona, actividad de union a 20-hidroxiecdisona, actividad de union a ponasterona A y actividad de unién a
muristerona A.

En ofra realizacion especifica, el polipéptido aislado que comprende un dominio de unién a ligando de receptor de
ecdisona que comprende una mutacion por sustitucion, en la que el dominio de union a ligando de receptor de
ecdisona carece de actividad de unidén a esteroides y se codifica por un polinucleétido que se hibrida con un
polinucledtido que comprende una mutacion de coddn que da como resultado una mutaciéon por sustitucion
seleccionada del grupo que consiste en a) mutacion por sustitucion T58A, A110P, A110L, A110S, A110M o
V1071/A110P/R175E de SEQ ID NO:1, b) mutacién por sustitucion A107P, G121R, G121L, N213A, C217A o C217S
de SEQ ID NO: 2, y c) mutacion por sustitucion A105P de SEQ ID NO: 3 en condiciones de hibridacion que
comprenden una etapa de hibridacion 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 realizacidon preferida, las condiciones de hibridacion
comprenden menos de 200 mM de sal y al menos 37 grados Celsius para la etapa de hibridacion. En otra realizacion
preferida, las condiciones de hibridacién comprenden 2XSSPE y 63 grados Celsius para las etapas tanto de
hibridacion como de lavado. En otra realizacion preferida, el dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona
carece de actividad de unién a esteroides seleccionada del grupo que consiste en actividad de unién a ecdisona,
actividad de union a 20-hidroxiecdisona, actividad de unién a ponasterona A y actividad de unién a muristerona A.

En otra realizacién especifica, la presente descripcion se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio
de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustituciéon que reduce la
actividad de unién a compuestos no esteroideos o la sensibilidad a compuestos no esteroideos del dominio de unién
a ligando de receptor nuclear de grupo H. Preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitucién de un
residuo de aminoacido en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido a) 21, 48, 51, 52, 59, 62, 93,
95, 96,109,120, 123, 125, 218, 219, 223, 230, 234 6 238 de SEQ ID NO:1, b) 121, 213 6 217 de SEQ ID NO: 2, o ¢)
105 de SEQ ID NO: 3. Mas preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitucién de a) un residuo de
alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 21, 48, 51, 59, 62, 93, 95, 96, 109, 120,
125, 218, 219, 223, 230, 234 6 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de leucina en una posiciéon equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de treonina en una posicion equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, d) un residuo de fenilalanina en una posicion equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 123 de SEQ ID NO: 1, €) un residuo de alanina en una posicion equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina en una posicion equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, f) un residuo de alanina en una posicion equivalente o
analoga a los residuos de aminoacido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, g) una arginina o un residuo de leucina en una
posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 121 de SEQ ID NO: 2, h) un residuo de alanina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 213 de SEQ ID NO: 2, i) un residuo de alanina o serina en
una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 217 de SEQ ID NO: 2, o j) un residuo de prolina en una
posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso mas preferiblemente, el
polipéptido aislado comprende una mutacion por sustitucion de a) Q21A, F48A, I51A, T52L, V59A, 162A, M93A,
R95A, VI96A, VI6T, 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.

En otra realizacién especifica, la presente descripcion se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio
de unién a ligando de polipéptido de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustituciéon que
elimina la actividad de unién a compuestos no esteroideos o la sensibilidad a compuestos no esteroideos del
dominio de union a ligando de grupo H.

En ofra realizacién especifica, la presente descripcion se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio
de unidn a ligando de polipéptido de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion que
reduce tanto la actividad de union a esteroides o la sensibilidad a esteroides como la actividad de union a
compuestos no esteroideos o la sensibilidad a compuestos no esteroideos del dominio de unién a ligando de grupo
H. Preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitucion de un residuo de aminoacido en una posicion
equivalente o analoga a a) residuo de aminoacido 21, 48, 51, 59, 62, 93, 95, 109,120,123,125, 218, 219, 223, 230,
234 6 238 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoacido 95 y 110 de SEQ ID NO:1, c) residuos de aminoacido 218 y
219 de SEQ m NO: 1, d) residuo de aminoacido 121, 213 6 217 de SEQ ID NO: 2, o e) residuo de aminoacido 105
de SEQ ID NO: 3. Mas preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitucion de a) un residuo de alanina
en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 21, 48, 51, 59, 62, 93, 95,109,120,125, 218, 219,
223, 230, 234 6 238 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de fenilalanina en una posicién equivalente o analoga al residuo
de aminoacido 123 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 95 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de prolina en una posicion equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 110 de SEQ ID NO: 1, d) un residuo de alanina en una posicién equivalente o analoga a los residuos de
aminoacido 218 y 219 de SEQ ID NO: 1, e) un residuo de arginina o leucina en una posicion equivalente o analoga
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al residuo de aminoacido 121 de SEQ ID NO: 2, f) un residuo de alanina en una posicién equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 213 de SEQ ID NO: 2, g) un residuo de alanina o serina en una posicion equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 217 de SEQ ID NO: 2, o h) un residuo de prolina en una posicién equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 105 de SEQ ID NO: 3. Incluso mas preferiblemente, el polipéptido aislado
comprende una mutacién por sustitucion de Q21A, F48A, I151A, V59A, 162A, 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 0 C217S de SEQ ID NO: 2, o ¢) A105P de SEQ ID NO: 3.

Ademas, la presente descripcion también se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio de unién a
ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion que potencia la actividad de
union a ligando o sensibilidad a ligando del dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H.

En una realizacion especifica, la presente descripcidn se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio
de unioén a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustitucion que potencia la
actividad de union a esteroides o la sensibilidad a esteroides del dominio de unién a ligando de receptor nuclear de
grupo H. Preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitucion de un residuo de aminoacido en una
posicion equivalente o analoga a a) residuo de aminoacido 52 6 96 de SEQ ID NO: 1, b) residuos de aminoacido 96,
107 y 175 de SEQ ID NO: 1, o c) residuo de aminoacido 91 de SEQ ID NO: 3. Mas preferiblemente, el polipéptido
aislado comprende una sustitucion de a) un residuo de leucina, valina o isoleucina en una posicién equivalente o
analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina, treonina, acido aspartico o
metionina en una posiciéon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, c) un residuo de
treonina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo de
isoleucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de
glutamina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, o d) un residuo de
alanina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 91 de SEQ ID NO: 3. Incluso mas
preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una mutacion por sustitucién de a) T52L, T52V, T52l, VI96A,
V96T, V96D, VIO6M o VI6T/V1071/R175E de SEQ ID NO:1 o b) G91A de SEQ ID NO: 3.

En otra realizacién especifica, la presente descripcion se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio
de unioén a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustitucion que potencia la
actividad de unién a compuestos no esteroideos o la sensibilidad a compuestos no esteroideos del dominio de unién
a ligando de receptor nuclear de grupo H. Preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitucién de un
residuo de aminoacido en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52, 55 6 96 de SEQ ID NO:
1 o b) residuo de aminoacido 91 de SEQ ID NO: 3. Mas preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una
sustitucion de a) un residuo de alanina, valina o isoleucina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, b) un residuo de alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de
aminoacido 55 de SEQ ID NO:1, c) un residuo de acido aspartico o metionina en una posicién equivalente o analoga
al residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO:1, o d) un residuo de alanina en una posicion equivalente o analoga al
residuo de aminoacido 91 de SEQ ID NO: 3. Incluso mas preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una
mutacion por sustitucion de a) T52A, T52V, T52I, T55A, V96D o V96M de SEQ ID NO: 1 o b) G91A de SEQ ID NO:
3.

En ofra realizacidn especifica, la presente descripcion se refiere a un polipéptido aislado que comprende un dominio
de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustitucién que potencia tanto
la actividad de union a esteroides o la sensibilidad a esteroides como la actividad de uniéon a compuestos no
esteroideos o la sensibilidad a compuestos no esteroideos del dominio de unidon a ligando de grupo H.
Preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitucion de un residuo de aminoacido en una posicion
equivalente o andloga a a) residuo de aminoacido 52, 96, 107 6 175 de SEQ ID NO. 1, b) residuos de aminoacido
107 y 175 de SEQ ID NO: 1, c) residuos de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, d) residuos de aminoéacido 107
y 127 de SEQ ID NO: 1, e) residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, f) residuos de aminoacido 52,
107 y 175 de SEQ ID NO: 1, g) residuos de aminoacido 96, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, o h) residuo de aminoacido
91 de SEQ ID NO: 3. Mas preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una sustitucion de a) un residuo de
valina o isoleucina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO:1, b) un
residuo de acido aspartico o metionina en una posiciéon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 96 de SEQ
ID NO: 1, c) un residuo de isoleucina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ
ID NO: 1, d) un residuo de glutamina en una posicién equivalente o analoga a los residuos de aminoacido 175, e€) un
residuo de isoleucina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un
residuo de glutamina en una posicidon equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, f) un
residuo de glutamina en una posicién equivalente o analoga a los residuos de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO:
1, g) un residuo de isoleucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1
y un residuo de glutamina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 127 de SEQ ID NO: 1, h)
un residuo de isoleucina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un
residuo de glutamina en una posicién equivalente o analoga a los residuos de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO:
1, i) un residuo de valina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, un
residuo de isoleucina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un
residuo de glutamina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, j) un
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residuo de alanina en una posicién equivalente o analoga al residuo de aminoacido 96 de SEQ ID NO: 1, un residuo
de isoleucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de
glutamina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, k) un residuo de
alanina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 52 de SEQ ID NO: 1, un residuo de
isoleucina en una posicion equivalente o analoga al residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1 y un residuo de
glutamina en una posicidn equivalente o analoga al residuo de aminoacido 175 de SEQ ID NO: 1, o I) un residuo de
alanina en una posicion equivalente o andloga al residuo de aminoacido 91 de SEQ ID NO: 3. Incluso mas
preferiblemente, el polipéptido aislado comprende una mutacién por sustitucion de a) T52V, T52l, V96D, VI6M,
V1071, R175E, V107/R175E, Y127E/R175E, V107l/Y127E, V107I1/Y127E/R175E, T52V/V107I/R175E,
VI6A/V1071/R175B o T52A/NV1071/R175E de SEQ ID NO: 1 o b) G91A de SEQ ID NO: 3.

La presente descripcion también se refiere a composiciones que comprenden un polipéptido aislado segun la
invencion.

Método para modular la expresién génica de la invencién

La invencién de los solicitantes también se refiere a métodos para modular la expresion génica en una célula
huésped usando un sistema de modulaciéon de la expresidon génica segun la invencion. Especificamente, los
solicitantes proporcionan un método para modular la expresién de un gen en una célula huésped que comprende las
etapas de: a) introducir en la célula huésped un sistema de modulacién de la expresidén génica segun la descripcion
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 expresion génica que comprende: i) un elemento de respuesta que comprende un dominio reconocido mediante
el dominio de unidon a ADN del sistema de expresidon génica; ii) un promotor que se activa por el dominio de
transactivacion del sistema de expresién génica; y iii) un gen cuya expresion ha de modularse, mediante lo cual tras
la introduccién del ligando en la célula huésped, se modula la expresion del gen.

La descripcion también proporciona un método para modular la expresién de un gen en una célula huésped que
comprende la etapas de: a) introducir en la célula huésped un sistema de modulacién de la expresion génica segun
la descripcion; b) introducir en la célula huésped un casete de expresion génica segun la descripcion en el que el
casete de expresion génica comprende i) un elemento de respuesta que comprende un dominio reconocido por el
dominio de unién a ADN del sistema de expresion génica; ii) un promotor que se activa por el dominio de
transactivacion del sistema de expresion génica; y iii) un gen cuya expresion ha de modularse; y c) introducir en la
célula huésped un ligando; mediante lo cual tras la introduccion del ligando en la célula huésped, se modula la
expresion del gen.

Los solicitantes también proporcionan un método para modular la expresién de un gen en una célula huésped que
comprende un casete de expresién génica que comprende un elemento de respuesta que comprende un dominio al
cual se une el dominio de union a ADN del primer polipéptido hibrido del sistema de modulacién de la expresion
génica; un promotor que se activa por el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido del sistema de
modulacion de la expresion génica; y un gen cuya expresion ha de modularse; en el que el método comprende las
etapas de: a) introducir en la célula huésped un sistema de modulacién de la expresion génica segun la descripcion
y b) introducir en la célula huésped un ligando; mediante lo cual tras la introduccion del ligando en el huésped, se
modula la expresion del gen.

Los genes de interés para la expresiéon en una célula huésped usando métodos de los solicitantes pueden ser genes
enddgenos o genes heterdlogos. La informacion de secuencia de acido nucleico o de aminoacidos para una proteina
o gen deseado puede ubicarse en una de muchas bases de datos de acceso publico, por ejemplo, GENBANK,
EMBL, Swiss-Prot y PIR, o en muchas publicaciones de revista relacionadas con biologia. Por tanto, los expertos en
la técnica tienen acceso a informacion de secuencia de acido nucleico para practicamente todos los genes
conocidos. Entonces puede usarse tal informacion para construir los constructos deseados para la insercion del gen
de interés dentro de los casetes de expresidon génica usados en los métodos de los solicitantes descritos en el
presente documento.

Los ejemplos de genes de interés para la expresion en una célula huésped usando métodos de los solicitantes
incluyen, pero no se limitan a: antigenos 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
abidticos, nutracéuticos, productos farmacéuticos, vitaminas, genes para modificar el contenido de aminoacidos,
resistencia a herbicidas, tolerancia al frio, la sequia y el calor, productos industriales, aceites, proteina, hidratos de
carbono, antioxidantes, plantas estériles masculinas, flores, combustibles, otros rasgos de produccion, genes que
codifican polipéptidos o productos terapéuticamente deseados que pueden usarse para tratar un estado, una
enfermedad, un trastorno, una disfunciéon, un defecto genético, tal como anticuerpos monoclonales, enzimas,
proteasas, citocinas, interferones, insulina, eritropoyetina, factores de coagulacién, otros componentes o factores
sanguineos, vectores virales para la terapia génica, virus para vacunas, dianas para descubrimiento de farmacos,
analisis y aplicaciones de gendmica funcional y proteémica, y similares.

Ligandos aceptables son uno cualquiera que module la expresion del gen cuando la unién del dominio de unién a
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ADN del sistema de expresion génica segun la descripcion al elemento de respuesta en presencia del ligando da
como resultado la activacion o supresion de la expresion de los genes. Los ligandos preferidos incluyen un
ecdisteroide, tal como ecdisona, 20-hidroxiecdisona, ponasterona A, muristerona A, y similares, acido 9-cis-retinoico,
analogos sintéticos de &cido retinoico, N,N’-diacilhidrazinas tales como las dadas a conocer en las patentes de
EE.UU. n.° 6.013.836, n.° 5.117.057, n.° 5.530.028 y n.° 5.378.726; dibenzoilalquil-cianohidrazinas tales como las
dadas a conocer en la solicitud europea n.° 461809; N-alquil-N,N’-diaroilhidrazinas tales como las dadas a conocer
en la patente de EE.UU. n.° 5.225.443; N-acil-N-alquilcarbonilhidrazinas tales como las dadas a conocer en la
solicitud europea n.° 234994; N-aroil-N-alquil-N’-aroilhidrazinas tales como las descritas en la patente de EE.UU. n.°
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-
alfa-epoxicolesterol-3-sulfato (ECHS), 7-cetocolesterol-3-sulfato, farnesol, acidos biliares, ésteres de 1,1-bifosfonato,
hormona juvenil lll, y similares.

En una realizacién preferida, el ligando para su uso en el método de los solicitantes para modular la expresion de
gen es un compuesto de férmula:

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

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

R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, formilo, CFs, CHF2, CHCly, CH2F, CH,CI, CH,OH, CH,0OMe, CH,CN, CN, C=CH, 1-
propinilo, 2-propinilo, vinilo, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, O-n-Pr, OAc, NMe,, NEt;, SMe, SEt, SOCF3;, OCF,CF;H,
COET, C|cloprop|Io CF,CF3;, CH=CHCN, alilo, azido, OCF3, OCHFz, O-i-Pr, SCN, SCHF,, SOMe, NH-CN, o esta
unido a R® y los carbonos de fenilo a los que estan unidos R? y R® para formar un etilendioxilo, un anillo dihidropirilo
con el oxigeno adyacente a un carbono de fenilo, o un anillo dihidropirilo con el oxigeno adyacente a un carbono de
fenilo;

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

R* R°y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, Br, formilo, CFs, CHF2, CHCl,, CHzF, CH,Cl, CH,0OH, CN,
C=CH, 1-propinilo, 2-propinilo, vinilo, OMe, OEt, SMe o SEt.

En otra realizacion preferida, el ligando para su uso en el método de los solicitantes para modular la expresién de
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, acidos biliares, ésteres de 1,1-bifosfonato u hormona juvenil lIl.

En otra realizacion preferida, puede usarse un segundo ligando ademas del primer ligando comentado anteriormente
en el método de los solicitantes para modular la expresion de un gen. Preferiblemente, este segundo ligando es
acido 9-cis-retinoico o un analogo sintético de acido retinoico.

Células huésped y organismos no humanos de la invencion

Tal como se describié anteriormente, el sistema de modulacién de la expresion génica de la presente invencion
puede usarse para modular la expresion génica en una célula huésped. La expresion en células huésped
transgénicas puede ser util para la expresion de diversos genes de interés. La invencion de los solicitantes
proporciona modulacién de expresion la génica en células huésped eucariotas y procariotas. La expresién en células
huésped transgénicas es util para la expresién de diversos polipéptidos de interés incluyendo pero sin limitarse a
antigenos 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 abidticos, antigenos,
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nutracéuticos, productos farmacéuticos, vitaminas, genes para modificar el contenido de aminoacidos, resistencia a
herbicidas, tolerancia al frio, la sequia y el calor, productos industriales, aceites, proteina, hidratos de carbono,
antioxidantes, plantas estériles masculinas, flores, combustibles, otros rasgos de produccién, polipéptidos
terapéuticos, productos intermedios de ruta; para la modulacion de rutas ya existentes en el huésped para la sintesis
de nuevos productos no posibles hasta ahora usando el huésped; ensayos basados en células; ensayos de
gendmica funcional, produccion de proteinas bioterapéuticas, ensayos proteémicos, y similares. Adicionalmente los
productos génicos pueden ser Utiles para conferir mayores rendimientos de crecimiento del huésped o para permitir
que se utilice un modo de crecimiento alternativo.

Por tanto, la invencién de los solicitantes proporciona una célula huésped aislada que comprende un sistema de
expresion génica segun la invencion. La presente descripcion también proporciona una célula huésped aislada que
comprende un casete de expresion génica segun la invencion. La invencién de los solicitantes también proporciona
una célula huésped aislada que comprende un polinucleétido o un polipéptido segun la descripcion. La presente
descripcién también se refiere a una célula huésped transfectada con un vector de expresion segun la descripcion.
La célula huésped puede ser una célula bacteriana, una célula fungica, una célula de nematodo, una célula de
insecto, una célula de pez, una célula vegetal, una célula aviar, una célula animal o una célula de mamifero. Aun en
otra realizacion, la descripcion se refiere a un método para producir un dominio de unién a ligando de receptor
nuclear que comprende una mutacién por sustitucion, en la que el método comprende cultivar la célula huésped tal
como se describié anteriormente en medio de cultivo en condiciones que permiten la expresion de un polinucleétido
que codifica para el dominio de unién a ligando de receptor nuclear que comprende una mutacién por sustitucion, y
aislar el dominio de unién a ligando de receptor nuclear que comprende una mutacién por sustitucion a partir del
cultivo.

En una realizacién especifica, la célula huésped aislada es una célula huésped procariota o una célula huésped
eucariota. En otra realizacidon especifica, la célula huésped aislada es una célula huésped de invertebrado o una
célula huésped de vertebrado. Preferiblemente, la célula huésped se selecciona del grupo que consiste en una
célula bacteriana, una célula fungica, 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 mamifero. Mas 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 hamster, una célula de ratén, 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 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 fungicas o de levaduras tales como Aspergillus, Trichoderma, Saccharomyces, Pichia, Candida,
Hansenula, o especies bacterianas tales como las de los géneros Synechocystis, Synechococcus, Salmonella,
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, judias, remolacha,
lenteja negra, garbanzo, chile, pepino, berenjena, habas, maiz, melén, mijo, judia mung, avena, quingombo,
Panicum, papaya, cacahuete, guisante, pimiento, judia de la India, pifia, Phaseolus, patata, calabaza, arroz, sorgo,
soja, calabacin, cafia de azucar, remolacha azucarera, girasol, boniato, té, tomate, tabaco, sandia y trigo; células
huésped animales y de mamiferos.

En una realizacién especifica, la célula huésped es una célula de levadura seleccionada del grupo que consiste en
una célula huésped de Saccharomyces, de Pichia y de Candida.

En otra realizacion especifica, la célula huésped es una célula de nematodo Caenorhabdus elegans.

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

En otra realizacién especifica, la célula huésped es una célula vegetal seleccionada del grupo que consiste en una
célula de manzana, Arabidopsis, mijo perla, banana, cebada, judias, remolacha, lenteja negra, garbanzo, chile,
pepino, berenjena, habas, maiz, melén, mijo, judia mung, avena, quingombd, Panicum, papaya, cacahuete,
guisante, pimiento, judia de la India, pifia, Phaseolus, patata, calabaza, arroz, sorgo, soja, calabacin, cafia de
azucar, remolacha azucarera, girasol, boniato, té, tomate, tabaco, sandia y trigo.

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

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

En otra realizacion especifica, la célula huésped es una célula de mamiferos seleccionada del grupo que consiste en
una célula de hamster, una célula de ratén, 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.

La transformacion 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 electroporacion, infeccion viral, transfeccion de plasmido/vector, transfeccion
mediada por vector no viral, transformacion mediada por Agrobacterium, bombardeo de particulas, y similares. La
expresion de productos génicos deseados implica cultivar las células huésped transformadas en condiciones
adecuadas e inducir la expresién del gen transformado. Se conocen bien en la técnica las condiciones de cultivo y
los protocolos de expresion génica en células procariotas y eucariotas (véase la seccion de métodos generales de
los ejemplos). Pueden recogerse las células y los productos génicos aislados segun los protocolos especificos para
el producto génico.

Ademas, puede elegirse una célula huésped que modula la expresion del polinucleétido insertado, o modifica y
procesa el producto de polipéptido de modo especifico deseado. Las células huésped diferentes tienen mecanismos
caracteristicos y especificos para el procesamiento traduccional y post-traduccional y la modificacion [por ejemplo,
glicosilacion, escision (por ejemplo, de secuencia sefial)] de proteinas. Las lineas celulares o sistemas de huésped
apropiados pueden elegirse para garantizar la modificacion deseada y el procesamiento de la proteina foranea
expresada. Por ejemplo, la expresion en un sistema bacteriano puede usarse para producir un producto de proteina
de nucleo no glicosilado. Sin embargo, un polipéptido expresado en bacterias puede no estar plegado de manera
apropiada. La expresion en levadura puede producir un producto glicosilado. La expresion en células eucariotas
puede aumentar la probabilidad de glicosilacion “nativa” y plegado de una proteina heteréloga. Ademas, la expresion
en células de mamiferos puede proporcionar una herramienta para reconstituir, o constituir, la actividad del
polipéptido. Ademas, diferentes sistemas de expresion de huésped/vector pueden afectar a las reacciones de
procesamiento, tales como escisiones proteoliticas, a un grado diferente.

La invencion de los solicitantes también se refiere a un organismo no humano que comprende una célula huésped
aislada segun la invencién. En una realizacion especifica, el organismo no humano es un organismo procariota o un
organismo eucariota. En otra realizacién especifica, el organismo no humano es un organismo de invertebrado o un
organismo de vertebrado.

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 pajaro, un animal y un mamifero. Mas preferiblemente, el
organismo no humano es una levadura, un nematodo, un insecto, una planta, un pez cebra, un pollo, un hamster, un
ratén, una rata, un conejo, un gato, un perro, un bovino, una cabra, una vaca, un cerdo, un caballo, una oveja, un
simio, un mono o un chimpancé.

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

En otra realizacion especifica, el organismo no humano es un nematodo Caenorhabdus elegans.

En ofra realizacion especifica, el organismo no humano es una planta seleccionada del grupo que consiste en una
manzana, Arabidopsis, mijo perla, banana, cebada, judias, remolacha, lenteja negra, garbanzo, chile, pepino,
berenjena, habas, maiz, melén, mijo, judia mung, avena, quingombd, Panicum, papaya, cacahuete, guisante,
pimiento, judia de la India, pifa, Phaseolus, patata, calabaza, arroz, sorgo, soja, calabacin, cafia de azucar,
remolacha azucarera, girasol, boniato, té, tomate, tabaco, sandia, y trigo.

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

Medicion de la expresién/transcripcion génica

Una medicion util de los métodos de los solicitantes de la invencién 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 tecnologias de
expresion geénica existentes.

La tecnologia de matriz de acido nucleico es una técnica util para determinar la expresion de ARNm diferencial. Tal
tecnologia incluye, por ejemplo, chips de oligonucledtidos y micromatrices de ADN. Estas técnicas se basan en
fragmentos de ADN u oligonucleétidos que corresponden a diferentes genes o ADNc que se inmovilizan en un
soporte solido y se hibridan con sondas preparadas a partir de combinaciones de ARNm total extraidas de células,
tejidos u organismos completos y se convierten en ADNc. Los chips de oligonucledtidos son matrices de
oligonucledtidos sintetizados en un sustrato usando técnicas fotolitograficas. Se han producido chips que pueden
analizar hasta 1700 genes. Las micromatrices de ADN son matrices de muestras de ADN, normalmente productos
de PCR, que se imprimen de forma robdtica en un portaobjetos de microscopio. Cada gen se analiza por una
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
oligonucledtidos normalmente utilizan oligonucleétidos 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 mas sensibilidad en el fraccionamiento de mezclas de ADN complejas.
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Otra medicion util de los métodos de los solicitantes es la de determinar el estado de traduccion de la célula
midiendo las abundancias de las especies de proteinas constituyentes presentes en la célula usando procedimientos
bien conocidos en la técnica.

Cuando se desea identificacion de genes asociados con diversas funciones fisiologicas, puede emplearse un ensayo
en el que se miden cambios en funciones tales como crecimiento celular, apoptosis, senescencia, diferenciacion,
adhesion, unién a moléculas especificas, union a otra célula, organizacion celular, organogénesis, transporte
intracelular, facilitacion del transporte, conversién de energia, metabolismo, miogénesis, neurogénesis y/o
hematopoyesis.

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

Otros métodos para detectar los productos de expresion génica se conocen bien en la técnica e incluyen
transferencias de tipo Southern (deteccion de ADN), transferencias puntuales o por ranuras (ADN, ARN),
transferencias de tipo Northern (ARN), RT-PCR (ARN), inmunotransferencias de tipo Western (deteccién de
polipéptidos) y analisis de ELISA (polipéptido). Aunque se prefieren menos, pueden usarse proteinas marcadas para
detectar una secuencia de acido nucleico particular con la cual se hibridan.

En algunos casos es necesario amplificar la cantidad de una secuencia de acido nucleico. Esto puede llevarse a
cabo usando uno o mas de varios métodos adecuados incluyendo, por ejemplo, reaccién en cadena de la
polimerasa (“PCR”), reaccion en cadena de la ligasa (“LCR”), amplificacion por desplazamiento de hebra (“SDA”),
amplificacion basada en transcripcion y similares. La PCR se lleva a cabo segun técnicas conocidas en las que, por
ejemplo, se trata una muestra de acido nucleico en presencia de una ADN polimerasa estable al calor, en
condiciones de hibridacion, con un par de cebadores de oligonucleétidos, hibriddandose un cebador con una hebra
(molde) de la secuencia especifica que va a detectarse. Los cebadores son suficientemente complementarios a cada
hebra de molde de la secuencia especifica como para hibridarse con la misma. Se sintetiza un producto de
extension de cada cebador y es complementario a la hebra de molde de acido nucleico con la que se hibrida. El
producto de extension sintetizado a partir de cada cebador también puede servir como un molde para la sintesis
adicional de productos de extension usando los mismos cebadores. Tras un nimero suficiente de ciclos de sintesis
de productos de extensién, la muestra puede analizarse tal como se describié anteriormente para evaluar si la
secuencia o0 secuencias que van a detectarse estan presentes.

Ensayos de examen de ligandos

La presente descripcién también se refiere a métodos para seleccionar un compuesto que induce o reprime la
transactivacién de un dominio de unién a ligando de receptor nuclear que comprende una mutacion por sustitucién
en una célula poniendo en contacto un dominio de unién 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 unién a ligando de receptor nuclear. En una realizacion preferida, el
dominio de union a ligando de receptor nuclear se expresa a partir de un polinucleétido en la célula y se mide la
actividad de transactivacion (es decir, expresion o represion de un gen indicador) o actividad de unién al compuesto.

Por consiguiente, ademas del disefio racional de agonistas y antagonistas basandose en la estructura de un dominio
de unién a ligando de receptor nuclear, la presente descripcion contempla un método alternativo para identificar
ligandos especificos de un dominio de unién a ligando del receptor nuclear usando diversos ensayos de seleccion
conocidos en la técnica.

Puede usarse cualquier técnica de seleccion conocida en la técnica para examinar agonistas o antagonistas del
dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H. Por ejemplo, una linea celular adecuada que comprende
un sistema de expresion génica basado en receptores nucleares segun la descripcion puede transfectarse con un
casete de expresion génica que codifica para un gen marcador operativamente unido a un promotor inducible o
reprimible. Entonces se exponen las células transfectadas a una disolucion de prueba que comprende un compuesto
agonista o antagonista candidato, y entonces se somete a ensayo para detectar la expresion o represién del gen
marcador. La presencia de mas expresién de gen marcador con respecto a células control no expuestas a la
disolucion de prueba es una indicacién de la presencia de un compuesto agonista en la disolucion de prueba. Por el
contrario, la presencia de menos expresién de gen marcador con respecto a células de control no expuestas a la
disolucion de prueba es una indicacion de la presencia de un compuesto antagonista en la disolucién de prueba.

La presente descripcion contempla examenes de ligandos de molécula pequefa o analogos de ligando y miméticos,
asi como examenes de ligandos naturales que se unen a y agonizan o antagonizan un dominio de unién a ligando
de receptor nuclear de grupo H segun la descripcién in vivo. Por ejemplo, pueden examinarse bibliotecas de
productos naturales usando ensayos de la descripcién para seleccionar moléculas que agonizan o antagonizan la
actividad del sistema de expresién génica basado en receptores nucleares.

La identificacion y el examen de antagonistas se facilitan adicionalmente determinando las caracteristicas
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estructurales de la proteina, por ejemplo, usando cristalografia de rayos X, difraccién de neutrones, espectrometria
de resonancia magnética nuclear y otras técnicas para la determinacién de estructura. Estas técnicas proporcionan
el disefio racional o la identificacion de agonistas y antagonistas.

Otro enfoque usa bacteri6fagos recombinantes para producir bibliotecas grandes. Usando el “método de fagos”
[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
quimicas). Un segundo enfoque usa principalmente métodos quimicos, 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
Biochemistry, volumen 5, resumen FR:013 (1988); Furka, Int. J. Peptide Protein Res. 37:487-493 (1991)], Houghton
[patente de EE.UU. n.° 4.631.211, presentada en diciembre de 1986] y Rutter et al. [patente de EE.UU. n.°
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.

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., publicacion internacional de patente
n.° WO 92/00252; Kocis et al., publicacion internacional de patente n.° WO 9428028, y similares para seleccionar
ligandos candidatos segun la presente descripcion.

Puede realizarse la seleccién con células recombinantes que expresan un dominio de union a ligando de receptor
nuclear segun la descripcion, o alternativamente, usando proteina purificada, por ejemplo, producida de manera
recombinante, tal como se describié anteriormente. Por ejemplo, pueden usarse dominios de unién a ligando de
receptor nuclear solubles marcados para examinar bibliotecas, tal como se describe en las referencias anteriores.

En una realizaciéon, un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H segun la descripcion puede
marcarse directamente. En otra realizacion, puede usarse un reactivo secundario marcado para detectar la union de
un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de la descripcién a una molécula de interés, por ejemplo, una
molécula unida a un soporte de fase sélida. Puede detectarse la unién mediante la formacion in situ de un cromoéforo
mediante un marcador enzimatico. Las enzimas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, fosfatasa alcalina y
peroxidasas del rabano. En una realizacion adicional, puede usarse un ensayo de dos colores, usando dos sustratos
cromogénicos con dos marcadores enzimaticos en diferentes moléculas aceptoras de interés. Pueden identificarse
ligandos de reaccidn cruzada y reaccion sencilla con un ensayo de dos colores.

Otros marcadores para su uso en la descripcion incluyen perlas de latex coloreadas, perlas magnéticas, marcadores
fluorescentes (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), Texas red (TR), rodamina, sales de
la serie de lantanidos libres o queladas, especialmente Eu3+, por citar algunos fluoréforos), moléculas
quimioluminiscentes, radioisétopos o marcadores de formacién de imagenes de resonancia magnética. Pueden
realizarse ensayos de dos colores con dos o mas perlas de latex coloreadas, o fluoréforos que emiten a diferentes
longitudes de onda. Moléculas o células marcadas pueden detectarse visualmente o mediante medios
mecanicos/opticos. Los medios mecanicos/opticos incluyen clasificacion activada por fluorescencia, es decir,
analogos a FACS, y medios de retirada de micromanipulador.

La presente invencidon puede entenderse mejor con referencia a los siguientes ejemplos no limitativos, que se
proporcionan a modo de ejemplo de la invencion.

Ejemplos

Los solicitantes han desarrollado un modelo de homologia de CfEcR y han usado este modelo de homologia junto
con un modelo de homologia de receptor de ecdisona de Chironomous tetans (“CtEcR”) publicado (Wurtz et al.,
2000) para identificar residuos criticos implicados en la uniéon a esteroides y compuestos no esteroideos. Se ha
mostrado que los compuestos no esteroideos sintéticos, diacilhidrazinas, se unen a EcR de lepidépteros 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 uniéon a ligando de EcR ha evolucionado para
adaptarse a las estructuras de esqueleto largas de ecdiesteroides tales como 20E. Las diacilhidrazinas tienen una
estructura compacta en comparacién con esteroides y sélo ocupan la parte inferior de la bolsa de unién a EcR. Esto
deja pocos residuos criticos en la parte superior de la bolsa de unién que entra en contacto con esteroides pero no
con compuestos no esteroideos tales como diacilhidrazinas. Los solicitantes realizaron mutaciones por sustitucion de
los residuos que entran en contacto con esteroides y/o compuestos no esteroideos y determinaron el efecto de la
mutacion sobre la unién a ligando. Los solicitantes describen en el presente documento mutaciones por sustitucion
en varios de estos residuos y han identificado varias clases de receptores mutantes por sustitucién basandose en
sus caracteristicas de unién y transactivacion. Los polinucledtidos y polipéptidos de receptor nuclear mutado por
sustitucion novedosos de los solicitantes son Utiles en un sistema de modulaciéon génica inducible basado en
receptores nucleares para diversas aplicaciones incluyendo terapia génica, expresion de proteinas de interés en
células huésped, produccion de organismos transgénicos y ensayos basados en células.
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METODOS GENERALES

Se conocen bien en la técnica técnicas de clonacion 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.
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
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 edicién, Sinauer
Associates, Inc., Sunderland, MA (1989). Todos los reactivos, enzimas de restriccion y materiales usados para el
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
Computer Group Inc. (Wisconsin Package version 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI). Cuando se
usa el programa de GCG “Pileup” pueden usarse el valor por defecto de creacién de hueco de 12, y el valor por
defecto de extensién de hueco de 4. Cuando se usa el programa de CGC “Gap” o “Bestfit” pueden usarse la
penalizacién de creacion de hueco por defecto de 50 y la penalizacion de extensién de hueco por defecto de 3. En
cualquier caso, cuando no se piden parametros del programa de GCG, en estos o cualquier otro programa de GCG,
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 dia(s), “w” significa microlitro(s), “ml” significa mililitro(s), “I” significa litro(s), “uM” significa
micromolar, “mM” significa milimolar, “ng” significa microgramo(s), “mg” significa miligramo(s), “A” significa adenina o
adenosina, “T” significa timina o timidina, “G” significa guanina o guanosina, “C” significa citidina o citosina, “xg”
significa veces de gravedad, “nt” significa nucleétido(s), “aa” significa aminoacido(s), “pb” significa par(es) de bases,

“« n

“kb” significa kilobase(s), “k” significa kilo, “i” significa micro, y “°C” significa grados Celsius.
EJEMPLO 1

Este ejemplo describe la construccion de varios casetes de expresién génica que comprenden polinucledtidos y
polipéptidos de receptor nuclear de grupo H mutado por sustitucién novedosos de la invencion para su uso en un
sistema de expresion génica inducible basado en receptores nucleares. Los solicitantes construyeron varios casetes
de expresion génica basados en el EcR de tortrix de las yemas de la picea Choristoneura fumiferana (“CfEcR”), EcR
de mosca de la fruta Drosophila melanogaster (“DmEcR”), EcR de garrapata solitaria Amblyomma americanum
(“AmaEcR”), proteina ultraespiraculo de langosta Locusta migratoria (“LmUSP”), un homodlogo de RXR de
invertebrado de RXR de vertebrado, y USP de C. fumiferana (“CfUSP”). Los constructos receptores preparados
comprenden un dominio de unién a ligando de un EcR, una USP de invertebrado o un RXR de invertebrado; y un
dominio de unién a ADN (DBD) de GAL4 o un dominio de transactivacién (AD) de VP16. Los constructos indicadores
incluyen un gen indicador, luciferasa o LacZ (B-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 mamifero tal como se describe en
los ejemplos 2-10 a continuacion.

Casetes de expresion génica: Se construyeron los casetes de expresion génica (interruptores) basados en receptor
de ecdisona tal como sigue, usando métodos de clonacion convencionales disponibles en la técnica. Lo siguiente es
una breve descripcion de la preparacion y la composicion de cada interruptor usado en los ejemplos descritos en el
presente documento.

1.1 - GALACfECR-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 (“CfEcCR-DEF”; SEQ ID NO: 21) con un dominio de unién 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 proteina ultraespiraculo de langosta Locusta migratoria (“LmUSP-
EF”; SEQ ID NO: 23) con el dominio de transactivacion 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 union a elemento de respuesta a
GAL4 consenso (“5XGAL4RE”; que comprende 5 copias de un GAL4RE que comprende SEQ ID NO: 19) con un
promotor minimo de E1b sintético (SEQ ID NO: 24) y se colocaron en el sentido de 5’ del gen de la luciferasa (SEQ
ID NO: 25).
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1.2-GAL4/CfEcR-DEF mutante/VP16LmUSP-EF: Se prepard este constructo de la misma manera que en el

interruptor 1.1 anterior excepto porque se reemplazé CfECR-DEF de tipo natural por CfECR-DEF mutante que
comprende un dominio de unién a ligando que comprende una mutacién por sustitucion seleccionada de la tabla 1 a

continuacion.

Tabla 1. Mutantes por sustitucién de dominio de unioén a ligando (LBD) de receptor de ecdisona de Choristoneura

fumiferana (“CfEcR”).

Mutacion de LBD Sustitucion de aminoécido “de tipo Aminoacido correspondiente en CfEcR
de CfEcR-DEF natural a mutante” resultante de longitud completa (SEQ ID NO: 26)
E20A De acido glutamico (E) a alanina (A) 303
Q21 A De glutamina (Q) a alanina (A) 304
F48A De fenilalanina (F) a alanina (A) 331
I151A 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 (1) 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
162A 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
VO6A De valina (V) a alanina (A) 379
VO6T De valina (V) a treonina (T) 379
Vo6D De valina (V) a acido aspartico (D) 379
VI6M De valina (V) a metionina (M) 379
V1071 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 cisteina (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 triptéfano (W) a alanina (A) 521
Mutante doble De arginina (R) a alanina (A) y de alanina (A) a .
R95A y A110P prolina (P), respectivamente 378y 393, respectivamente
Mutante doble De valina (V) a isoleucina (I) y de arginina (R) a .
V107l y R175E glutamina (E), respectivamente 390y 458, respectivamente
Mutante doble De valina (V) a isoleucina (1) y de tirosina (Y) a .
V107E e Y127E glutamina (E), respectivamente 3901y 410, respectivamente
Mutante doble De tirosina (Y) a glutamina (E) y de arginina (R) a .
Y127E y R175E glutamina (E), respectivamente 410'y 458, respectivamente
Mutante doble De metionina (M) a alanina (A) y de cisteina (C) a .
M218A y C219A alanina (A), respectivamente 5011y 502, respectivamente
Mutante triple De treonina (T) a valina (V), de valina (V) a
T52V, V107l y isoleucina (1) y de arginina (R) a glutamina (E), 335, 390 y 458, respectivamente
R175E respectivamente
Mutante triple De treonina (T) a alanina (A), de valina (V) a
T52A, V107l y isoleucina (1) y de arginina (R) a glutamina (E), 335, 390 y 458, respectivamente
R175E respectivamente
Mutante triple De valina (V) a alanina (A), de valina (V) a
VI6A, V1071 y isoleucina (1) y de arginina (R) a glutamina (E), 379, 390 y 458, respectivamente
R175E respectivamente
Mutante triple De valina (V) a treonina (T), de valina (V) a
V96T, V107l y isoleucina (1) y de arginina (R) a glutamina (E), 379, 390 y 458, respectivamente
R175E respectivamente
Mutante triple De valina (V) a isoleucina (1), de tirosina (Y) a
V1071, Y127E y glutamina (E) y de arginina (R) a glutamina (E), 390, 410 y 458, respectivamente
R175E respectivamente
Mutante triple De valina (V) a isoleucina (1), de alanina (A) a
V1071, A110P y prolina (P) y de arginina (R) a glutamina (E), 390, 393, y 458, respectivamente
R175E respectivamente

1.3 - GALACfECR-A/BCDEF/VP16LmUSP-EF: Se fusiond el EcR de tortrix de las yemas de la picea Choristoneura
fumiferana de longitud completa (“CfECRABCDEF”; SEQ ID NO: 27) con un dominio de unién a ADN de GAL4
(“Gal4dDNABD” o “Gal4DBD”; SEQ ID NO: 6) y se coloco bajo el control de un promotor de SV40e (SEQ ID NO: 22).
Se fusionaron los dominios E y F de ultraespiraculo de Locusta migratoria (“LmUSP-EF”; SEQ ID NO: 23) con el
dominio de transactivacion 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 union a elemento de respuesta a GAL4 consenso
(“6XGAL4RE”; que comprenden 5 copias de un RE a GAL4 que comprende SEQ ID NO: 19) con un promotor
minimo de E1b sintético (SEQ ID NO: 24) y se colocaron en el sentido de 5’ del gen de la luciferasa (SEQ ID NO:
25).

1.4 - GAL4/CfEcR-ABCDEF mutante A110P/VP16LmMUSP-EF: Se preparo6 este constructo de la misma manera que

en el interruptor 1.3 anterior excepto porque se reemplazé CfEcR-A/BCDEF de tipo natural por CfEcR-A/BCDEF
mutante que comprende un dominio de unién a ligando que comprende una mutacién por sustitucion de A110P tal
como se describio en la tabla 1 anteriormente.

1.5 - VP16/CfEcR-CDEF: Se preparé este constructo de la misma manera que el interruptor 1.1 excepto porque se

reemplazé el dominio de unién a ADN de GAL4 por el dominio de transactivacion de VP16 (“WP16AD”; SEQ ID NO:
12) y se colocd bajo el control de un promotor IE1 de baculovirus (SEQ ID NO: 28). Se fusionaron seis sitios de
union a elemento de respuesta a ecdisona consenso (“6XEcCRE”; que comprende 6 copias de un RE a ecdisona que
comprende SEQ ID NO: 18) con un promotor minimo de E1b sintético (SEQ ID NO: 24) y se colocaron en el sentido
de 5 del gen de la B-galactosidasa (SEQ ID NO: 29). Este constructo usa proteina ultraespiraculo endégena como
componente de heterodimerizacion.

1.6 - VP16/CfEcR-CDEF mutante A110P: Se prepard este constructo de la misma manera que en el interruptor 1.5

anterior excepto porque se reemplazé CfEcCR-CDEF de tipo natural por CfEcCR-CDEF mutante que comprende un
dominio de unién a ligando que comprende una mutacién por sustitucion de A110P tal como se describi6 en la tabla
1 anteriormente.
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1.7 - CflUSP-A/BCDEF expresado por bacterias: Se prepar6 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/DmEcCR-CDEF/VP16LmMUSP-EF: Se fusionaron los dominios C, D, E y F de tipo natural de EcR de la
mosca de la fruta Drosophila melanogaster (“DmEcR-CDEF”; SEQ ID NO: 31) con un dominio de unién 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 proteina ultraespiraculo de langosta Locusta migratoria (“LmUSP-
EF”; SEQ ID NO: 23) con el dominio de transactivacion de VP16 (“WVP16AD”; SEQ ID NO: 12) y se colocaron bajo el
control de un promotor de SV40e (SEQ ID NO: 22). Se fusionaron cinco sitios de union a elemento de respuesta a
GAL4 consenso (“5XGAL4RE”; que comprende 5 copias de un GAL4RE que comprende SEQ ID NO: 19) con un
promotor minimo 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/DmECcCR-CDEF mutante/VP16LmUSP-EF: Se prepard este constructo de la misma manera que en el
interruptor 1.8 anterior excepto porque se reemplazé DmEcR-CDEF de tipo natural por DmEcR-CDEF mutante que
comprende un dominio de unién a ligando que comprende una mutacién por sustitucion seleccionada de la tabla 2 a
continuacion.

Tabla 2. Mutantes por sustitucion de dominio de unién a ligando (LBD) de receptor de ecdisona de Drosophila
melanogaster (“DmEcR”).

Mutaciéon de LBD Sustitucién de aminoacido “de tipo Aminoacido correspondiente en DmECR
de DmEcR-CDEF natural a mutante” resultante 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 cisteina (C) a alanina (A) 632

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

1.10 - VP16/DmECR-CDEF: Se prepard este constructo de la misma manera que el interruptor 1.8 excepto porque
se reemplazé el dominio de unién a ADN de GAL4 por el dominio de transactivacién de VP16 (“VP16AD”; SEQ ID
NO: 12) y se colocd bajo el control de un promotor IE1 de baculovirus (SEQ ID NO: 28). Se fusionaron seis sitios de
union a elemento de respuesta a ecdisona consenso (“6XEcCRE”; que comprende 6 copias de un RE a ecdisona que
comprende SEQ ID NO: 18) en un promotor minimo de E1b sintético (SEQ ID NO: 24) y se colocaron en el sentido
de 5 del gen de la B-galactosidasa (SEQ ID NO: 29). Este constructo usa proteina ultraespiraculo endégena como
componente de heterodimerizacion.

1.11 - VP16/DmEcR-CDEF mutante: Se prepard este constructo de la misma manera que en el interruptor 1.10
anterior excepto porque se reemplazé DmEcCR-CDEF de tipo natural por DmEcR-CDEF mutante que comprende un
dominio de unién a ligando que comprende una mutacion por sustitucién 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
garrapata solitaria Amblyomma americanum (“AmaEcR-DEF”; SEQ ID NO: 33) con un dominio de unién 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 proteina ultraespiraculo de langosta Locusta migratoria (“LmUSP-
EF”; SEQ ID NO: 23) con el dominio de transactivacion 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 union a elemento de respuesta a
GAL4 consenso (“5XGAL4RE”; que comprende 5 copias de un GAL4RE que comprende SEQ ID NO: 19) con un
promotor minimo 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/VPIBLMUSP-EF: Se prepard este constructo de la misma manera que en el
interruptor 1.12 anterior excepto porque se reemplazé AmaEcR-DEF de tipo natural por AmaEcR-DEF mutante que
comprende un dominio de unién a ligando que comprende una mutacién por sustitucion seleccionada de la tabla 3 a
continuacién.
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Tabla 3. Mutantes por sustitucion de dominio de unién a ligando (LBD) de receptor de ecdisona de Amblyomma
americanum (“AmaEcR”).

Mutacion de LBD Sustituciéon de aminoécido “de tipo Aminoacido correspondiente en AmaEcR
de AmaEcR-DEF natural a mutante” resultante de longitud completa (SEQ ID NO: 34)
G91A De glicina (G) a alanina (A) 417
A105P De alanina (A) a prolina (P) 431

Construccién de dominios de unién a ligando de receptor de ecdisona que comprenden una mutacion por
sustitucion:

En un intento de modificar la union a ligando de EcR, se mutaron residuos dentro de los dominios de unidn a ligando
de EcR que se predijo que eran importantes para la union a ligando basandose en un analisis de modelizacion
molecular en EcR de tres clases diferentes de organismos. Las tablas 1-3 indican los residuos de aminoacido dentro
del dominio de unién a ligando de CfEcR (EcR de lepidoptero), DmEcR (EcR de dipteros) y AmaEcR (EcR de
artrépodos), respectivamente que se mutaron y se examinaron para determinar la modificacion de la unién a
esteroides y compuestos no esteroideos.

Se construyé cada una de las mutaciones por sustitucién de aminoéacido indicadas en las tablas 1-3 en un ADNc de
EcR mediante mutagénesis dirigida a sitio mediada por PCR a alanina (o0 a prolina o fenilalanina en el caso de un
residuo de alanina de tipo natural, por ejemplo residuos A110 y A123 de CfEcR, respectivamente). Se mutaron los
aminoacidos T52, V96 y A110 de CfEcR a cuatro aminoacidos diferentes. También se prepararon cinco CfEcR
mutantes puntuales dobles diferentes: uno que comprendia las sustituciones tanto R95A como A110P (R95A +
A110P, “DM”), un segundo que comprendia las sustituciones tanto M218A como C219A (M218A + C219A), un
tercero que comprendia las sustituciones tanto V1071 como R175E (V1071 + R175E), un cuarto que comprendia las
sustituciones Y127E y R175E (Y127E + R175E), y un quinto que comprendia las sustituciones V1071 e Y127E
(V1071 + Y127E). También se prepararon seis CfECR mutantes puntuales triples diferentes: uno que comprendia las
sustituciones tanto V1071 como R175E y una sustitucion Y127E (V1071 + Y127E + R175E), un segundo que
comprendia una sustitucion T52V y las sustituciones V1071 y R175E (T52V + V1071 + R175E), un tercero que
comprendia las sustituciones V96A, V1071 y R175E (V96A + V107] + R175E), un cuarto que comprendia las
sustituciones T52A, V1071 y R175E (T52A + V1071 + R175E), un quinto que comprendia una sustitucién V96T y las
sustituciones V1071 y R175E (V96T + V107l + R175E), y un sexto que comprendia las sustituciones A110P, V1071 y
R175E.

Se realiz6 mutagénesis dirigida a sitio por PCR usando el kit de mutagénesis dirigida a sitio de Quikchange
(Stratagene, La Jolla, CA) usando las siguientes condiciones de reaccion y parametros de ciclacion. Se realiz
mutagénesis dirigida a sitio por PCR usando tampén de reacciéon 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 ul de mezcla de
dNTP (suministrada por el fabricante) en un volumen de reaccion final de 50 pl. En las tablas 4-6 se presentan el
cebador directo y el cebador complementario inverso usados para producir cada mutante de EcR. Los parametros
de ciclacion usados consistieron en un ciclo de desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, seguido por 16 ciclos
de desnaturalizacién a 95°C durante 30 segundos, apareamiento a 55°C durante 1 minuto, y extensién a 68°C
durante 22 minutos.

Tabla 4: Cebadores de PCR para la construccion de dominio de unién a ligando de CfEcR mutante por sustitucion

MUTANTE CEBADOR (SEQ ID NO:) SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE CEBADOR (DE 5’ A 3')
E20A FP (SEQ ID NO: 35) gtaccaggacgggtacgcgcagccttctgatgaagatttg
E20A RCP (SEQ ID NO: 36) caaatcttcatcagaaggctgcgcgtaccegtectggtac
Q21A FP (SEQ ID NO: 37) ccaggacgggtacgaggcgccttctgatgaagatttg
Q21A RCP (SEQ ID NO: 38) caaatcttcatcagaaggcgcctcgtacccgtectgg
F48A FP (SEQ ID NO: 39) gagtctgacactccecgeccgecagatcacag
F48A RCP (SEQ ID NO: 40) ctgtgatctggcgggcgggagtgtcagactc
I151A FP (SEQ ID NO: 41) cactcccttccgccaggccacagagatgac
I151A 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) cgccagatcacagagatggctatcctcacggtce
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T55A RCP (SEQ ID NO: 46) ggaccgtgaggatagccatctctgtgatctggeg
T58A FP (SEQ ID NO: 47) gagatgactatcctcgecggtccaacttategtg
T58A RCP (SEQ ID NO: 48) cacgataagttggaccgcgaggatagtcatctc
V59A FP (SEQ ID NO: 49) gatgactatcctcacggceccaacttatcgtgg
V59A RCP (SEQ ID NO: 50) ccacgataagttgggccgtgaggatagtcatc
L61A FP (SEQ ID NO: 51) ctatcctcacggtccaagctatcgtggagttcgeg
L61A RCP (SEQ ID NO: 52) cgcgaactccacgatagcttggaccgtgaggatag
162A FP (SEQ ID NO: 53) ctatcctcacggtccaacttgccgtggagttcgeg
162A RCP (SEQ ID NO: 54) cgcgaactccacggcaagttggaccgtgaggatag
M92A FP (SEQ ID NO: 55) gctcaagtgaggtagcgatgctccgagtege
M92A RCP (SEQ ID NO: 56) gcgactcggagcatcgctacctcacttgage
M93A FP (SEQ ID NO: 57) gctcaagtgaggtaatggegcetccgagtcge
M93A RCP (SEQ ID NO: 58) gcgactcggagcgccattacctcacttgage
VI6A FP (SEQ ID NO: 59) gtaatgatgctccgagccgegegacgatac
VIB6A RCP (SEQ ID NO: 60) gtatcgtcgcgeggetcggageatcattac
R95A FP (SEQ ID NO: 61) gtgaggtaatgatgctcgcagtcgcgecgacgatacg
R95A RCP (SEQ ID NO: 62) cgtatcgtcgcgegactgcgagcatcattacctcac
F108A FP (SEQ ID NO: 63) cagacagtgttctggccgcgaacaaccaagceg
F108A RCP (SEQ ID NO: 64) cgcttggttgttcgcggccagaacactgtctg
F109A FP (SEQ ID NO: 65) tcagacagtgttctggccgcgaacaaccaagceg
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) cactcgcgacaacgceccgcaaggcetggceatg
Y120A RCP (SEQ ID NO: 70) catgccagccttgcgggcegttgtcgegagtg
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) gatgacgtaggccgcgcecagcecttgeggtag
L230A FP (SEQ ID NO: 75) gctcaagaacagaaaggcgccgcctttccteg
L230A RCP (SEQ ID NO: 76) cgaggaaaggcggcgcctttctgttcttgage
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) cagatctcctcggcgaaaggeggceagctttc
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 cactcccttccgeccagatcnnngagatgactatcctcacg
T52n RCP (SEQ ID NO: 88) ALEATORIO cgtgaggatagtcatctcnnngatctggcggaagggagt
Vo6n FP (SEQ ID NO: 89) ALEATORIO gtaatgatgctccgannngcgcgacgatacgatgcgge
VI6n RCP (SEQ ID NO: 90) ALEATORIO gccgcatcgtatcgtcgegennntcggagcatcattac
V1071 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) cccttccgecagatcgtagagatgactatectcac
VI6T FP (SEQ ID NO: 111) ggtaatgatgctcegaaccgcgcgacgatacg
Tabla 5: Cebadores de PCR para la construccion de dominio de unién a ligando de DmEcR mutante por sustitucion
MUTANTE CEBADOR (SEQ ID NO:) SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE CEBADOR (DE 5" A 3')
A107P FP (SEQ ID NO: 91) tcggactcaatattcticccgaataatagatcatatac
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) gaaacacatctcggcggectggttgecccagegt
C217A FP (SEQ ID NO: 99) cagaacgccgagatggctttctcactaaagctc
C217A RCP (SEQ ID NO: 100) gagctttagtgagaaagccatctcggcegttctg
C217S FP (SEQ ID NO: 101) cagaacgccgagatgtctttctcactaaagctc
C217S RCP (SEQ ID NO: 102) gagctttagtgagaaagacatctcggcgttctg
Tabla 6: Cebadores de PCR para la construccion de dominio de union a ligando de AmaEcR mutante por sustitucion
MUTANTE CEBADOR (SEQ ID NO:) SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS 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

Entonces se fusionaron cada uno de los productos de acido nucleico de PCR resultantes que codificaban para los
dominios de unién a ligando de EcR mutante con un dominio de unién a ADN de GAL4 tal como se describié 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 transfectandolos en células NIH3T3 junto con CP16/LmUSP-EF y pFRLuc en presencia
de ligando esteroideo o no esteroideo.

También se fusionaron cada uno de los acidos nucleicos resultantes que codificaban para los dominios de unién a
ligando de EcR mutante con un dominio de transactivacion de VP16 tal como se describi6 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 transfectdndolos en células de insecto L57 junto con un 6XEcRE/gen indicador
de la B-galactosidasa en presencia de 20-hidroxiecdisona (20E).

Ligandos: Se adquirieron los ligandos esteroideos muristerona A, ponasterona A, 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-
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
concentracion final de DMSO al 0,1% tanto en los controles como en los tratamientos. Se adquirieron *H-PonA y *H-
oa-ecdisona de New England Nuclear. Se sintetizé *H-RH2485 en Rohm and Haas Company.

Transfecciones: Se transfectaron ADN correspondientes a los diversos constructos de interruptor expuestos en el
ejemplo 1, especificamente los interruptores 1.1-1.13, en células NIH3T3 (ATCC) de ratén 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 6 24 pocillos a 125.000, 50.000 6 25.000 células, respectivamente, en 2,5, 1,0 6 0,5 ml de medio de crecimiento
que contenia suero bovino fetal al 10% (FBS), respectivamente. El dia siguiente, se aclararon las células con medio
de crecimiento y se transfectaron durante cuatro horas. Se us6 Superfect™ (Qiagen Inc.) para células 3T3 y se uso
Lipofectamine™ (LifeTechnologies) para células L57 como reactivos de transfeccién. Para las placas de 12 pocillos,
se mezclaron 4 ul de Superfect™ o Lipofectamine™ con 100 ul de medio de crecimiento. Se afiadieron un pg de
constructo indicador y 0,25 ug de cada constructo receptor del par receptor que va a analizarse a la mezcla de
transfeccion. Se afadié un segundo constructo indicador [pTKRL (Promega), 0,1 pug/mezcla de transfeccion] que
comprendia un gen de la luciferasa de Renilla operativamente unido y colocado bajo el control de un promotor
constitutivo de timidina cinasa (TK) y se usé para la normalizacion. Se mezclé el contenido de la mezcla de
transfeccion en un mezclador con voértex y se dejé a temperatura ambiente durante 30 minutos. Al final de la
incubacién, se afiadid la mezcla de transfeccion a las células mantenidas en 400 pl de medio de crecimiento. Se
mantuvieron las células a 37°C y CO; al 5% durante cuatro horas. Al final de la incubacion, se afiadieron 500 ul de
medio de crecimiento que contenia FBS al 20% y o bien dimetilsulféxido (DMSO; control) o bien una disolucién en
DMSO de ligando esteroideo o no esteroideo y se mantuvieron las células a 37°C y CO; al 5% durante 48 horas. Se
recogieron las células y se sometié a ensayo la actividad indicadora. Se siguié 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.

Ensayos de indicador: Se recogieron células 40 horas tras afadir ligandos. Se afiadieron 125 pl de tampén 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 ul de lisado. Se midi6 la actividad luciferasa usando el sistema de ensayo de indicador Dual-luciferase™ de
Promega Corporation siguiendo las instrucciones del fabricante. Se midié la B-galactosidasa usando un kit de
ensayo Galacto-Star™ de TROPIX siguiendo las instrucciones del fabricante. Se normalizaron todas las actividades
luciferasa y B-galactosidasa usando luciferasa de Renilla como patrén. 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).

EJEMPLO 2

Este ejemplo describe la identificacion de mutantes por sustitucion de dominio de unién a ligando de CfEcR
sensibles a compuestos no esteroideos mejorados que presentan aumento de actividad en respuesta a ligando no
esteroideo y disminucion de actividad en respuesta a ligando esteroideo. Brevemente, los solicitantes mutaron
residuos de aminoacido que se prevé que son criticos para la unién a ecdiesteroides a alanina y crearon casetes de
expresion génica de ADNc de GAL4/CfEcR-DEF mutante tal como se describié 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.

Transfecciones: Se transfectaron los ADN correspondientes a los diversos constructos de interruptor expuestos en el
ejemplo 1, especificamente los interruptores 1.1-1.2, en células NIH3T3 (ATCC) de ratén 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 contenia suero bovino fetal al 10% (FBS). El dia siguiente, se
aclararon las células con medio de crecimiento y se transfectaron durante cuatro horas. Se encontré que
Superfect™ (Qiagen Inc.) era el mejor reactivo de transfeccion para células 3T3. Se mezclaron dos pl de
Superfect™ con 100 ul de medio de crecimiento y se afiadieron 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 transfeccién. Se afadié un
segundo constructo indicador [pTKRL (Promega), 0,05 ng/ mezcla de transfecciéon] que comprendia un gen de
luciferasa de Renilla operativamente unido y colocado bajo el control de un promotor constitutivo de timidina cinasa
(TK) y se us6 para la normalizacién. Se mezclé el contenido de la mezcla de transfeccion en un mezclador con
vortex y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 30 min. Al final de la incubacion, se afiadié la mezcla de
transfeccion a las células mantenidas en 200 pl de medio de crecimiento. Se mantuvieron las células a 37°C y CO,
al 5% durante cuatro horas. Al final de la incubacién, se afiadieron 250 ul de medio de crecimiento que contenia FBS
al 20% y o bien dimetilsulféxido (DMSO; control) o bien una disolucién en DMSO de ligando esteroideo PonA 10 nM
0 2,5 uM 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 °C y CO; al 5% durante 40 horas. Se recogieron las células y se sometié a ensayo la
actividad indicadora tal como se describié 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

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2422303 T3

tratadas con DMSO (control sin tratar).

Se identificaron dos residuos de aminoacido que, cuando se sustituyen, producen un receptor de ecdisona mutante
que presenta aumento de actividad en respuesta a un ligando no esteroideo y disminucién de actividad en respuesta
a un ligando esteroideo. El efecto de sustitucion de alanina en el residuo de aminoacido 52 6 55 de SEQ ID NO: 1
sobre la actividad del receptor CfEcCR-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 disminuciéon de actividad
esteroidea. Aumento en veces con respecto al tipo natural

MUTANTES GS™-E 2,5 uM PonA 2,5 uM
T52A 1,5 0,5
T55A 1,7 0,13
EJEMPLO 3

Este ejemplo describe la identificacion de mutantes por sustitucion de dominio de union a ligando de CfEcR
sensibles a esteroides que presentan aumento de actividad en respuesta a ligando esteroideo y disminucion
significativa de actividad en respuesta a ligando no esteroideo. En un intento de identificar mutaciones por
sustitucion en el CfEcR que aumentan la actividad de ligando esteroideo, pero disminuyen la actividad de ligando no
esteroideo, los solicitantes mutaron residuos de aminoacido que se prevé que son criticos para la union a
ecdiesteroides y crearon casetes de expresion génica de ADNc de GAL4/CtEcR-DEF mutante tal como se describid
en el ejemplo 1 anterior usando el kit de mutagénesis dirigida a sitio mediada por PCR. Se prepararon los 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
describié en el ejemplo 2 anterior. Se calcul6 la actividad en veces dividiendo RLU en presencia de ligando entre
RLU en ausencia del ligando.

Se identificaron residuos de aminoacido especificos que, cuando se sustituyen, producen un receptor de ecdisona
mutante que presenta aumento de actividad en respuesta a un ligando esteroideo y disminuciéon de actividad en
respuesta a un ligando no esteroideo. El efecto de una sustitucién de aminoacido en el residuo de aminoacido 52 6
96 de SEQ ID NO: 1 y sustitucién de aminoacido en los residuos de aminoacido 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
la actividad de interruptor de Gal4/CfEcR-DEF de tipo natural (WT).

Tabla 8. Mutantes que muestran aumento de actividad esteroidea y disminucion de actividad no esteroidea

Aumento en veces con respecto al tipo natural

MUTANTES GS™E 2,5 uM PonA 2,5 uM GS™E 10 nM PonA 10 nM
T52L 0,26 3.4
VI6A 0,35 408
VI6T 0,018 45
VO6T/V107I/R175E 0,4 485,7
EJEMPLO 4

Este ejemplo describe la identificacion de mutantes por sustitucion de dominio de unién 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
sustitucion en el CfECR que aumentan la actividad de ligando tanto esteroideo como no esteroideo, los solicitantes
mutaron residuos de aminoacido que se prevé que son criticos para la unidén a esteroides y crearon casetes de
expresion génica de ADNc de GAL4/CfEcR-DEF mutante tal como se describio 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 describié en el ejemplo 2 anterior. Se calculd la
actividad en veces dividiendo RLU en presencia de ligando entre RLU en ausencia del ligando.

Se identificaron residuos de aminoacido especificos 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 sustitucidon de aminoacido en el residuo de aminoacido 52, 96, 107 6 175 de SEQ ID NO: 1, sustitucion
de aminoacido en los residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, sustitucion de aminoacido en los
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residuos de aminoacido 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, sustitucién de aminoacido en los residuos de aminoacido 107 y
127 de SEQ ID NO: 1, sustitucién de aminoacido en los residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1,
sustitucion de aminoacido en los residuos de aminoacido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1 o sustitucion de
aminoacido en los residuos de aminoacido 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
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 uM PonA 2,5 uM GS™E 10 nM PonA 10 nM
T52V 17,3 35,7
T52I 8 8
V96D 3,07 3,1
VI6M 122 3,37
V1071 12,4 26,6
R175E 22,0 11,3
V1071/R175E 386,4 1194,4
Y127E/R175E 622,8 42,2
V1071/Y127E 314,6 35,8
V1071/Y127E/R175E 1243 122,3
T52VIV107I/R175E 62,8 136,6
VO6A/N1071/R175E 211 1005,1
T52A/N107I/R175E 2,3 20,3
EJEMPLO 5

Este ejemplo describe la identificacion de mutantes por sustitucion de dominio de union a ligando de CfEcR
sensibles a compuestos no esteroideos que presentan disminucion 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 sustitucion en el CfEcR que disminuyen la actividad de ligando esteroideo, pero no afectan a la
actividad de ligando no esteroideo, los solicitantes mutaron residuos de aminoacido que se prevé que son criticos
para la unién a ecdiesteroides y crearon casetes de expresion génica de ADNc de GAL4/CfEcR-DEF mutante tal
como se describié 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 1.1y 1.2 y se sometieron a prueba en ensayos de indicador de luciferasa dirigido por GAL4 tal como
se describié en el ejemplo 2 anterior. Se calculd la actividad en veces dividiendo RLU en presencia de ligando entre
RLU en ausencia del ligando.

Se identificaron cuatro residuos de aminoacido que, cuando se sustituyen, producen receptor de ecdisona mutante
que presentan disminucion de actividad en respuesta a un ligando esteroideo y efecto minimo sobre la actividad en
respuesta a un ligando no esteroideo. El efecto de una sustitucion de aminoacido en el residuo de aminoacido 20,
58, 92 6 110 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 disminucidon de actividad esteroidea, pero la actividad no esteroidea no se ve
afectada. Aumento en veces con respecto al tipo natural

MUTANTES GS™E 2,5 uM PonA 2,5 uM
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 unién a
ligando de CfEcR que reducen significativamente la actividad de union a esteroides. Los mutantes puntuales de
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CfEcR T58A y A110P eliminaron esencialmente la actividad de union a esteroides. De manera interesante, la
actividad no esteroidea de estos mutantes puntuales no se vio significativamente afectada.

EJEMPLO 6

Los solicitantes han caracterizado adicionalmente el receptor CfEcCR A110P no esteroideo identificado en el ejemplo
5 anterior. Este ejemplo demuestra que la mutacién de un residuo de alanina critico (A110) conduce a la ruptura de
la union a esteroide y por tanto la transactivacion mediante el ECR en presencia de esteroides. Sin embargo, la union
asi como la transactivacion mediante compuestos no esteroideos no se ve alterada.

Ensayo de unién a ligando

Los solicitantes sometieron a prueba el receptor CfEcCR mutante A110P en un ensayo de unién a ligando esteroideo
y no esteroideo para confirmar que se eliminé la unién a esteroides. Brevemente, se determind la actividad de unién
a PonA usando un ensayo de union a ligando (LBA) in vitro. Se realizé el ensayo de union a ligando esteroideo
(LBA) usando *H-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 realizé el ensayo con 8 ul de Gal4/CfEcR-
DEF de tipo natural o mutante A110P, 2,5 pul de GST-CfUSP-A/BCDEF, 1 ul de *HPonA y 2 ul de PonA (“frio”) no
marcado como competidor en presencia de tampén de T [Tris 90 mM pH 8,0, DTT 10 uM que comprendia un céctel
de inhibidor de proteasa Complete™ usado segun las instrucciones del fabricante (Boehringer Mannheim)]. Se llevd
a cabo la reaccion a temperatura ambiente durante 1 hora seguido por la adicién de carbon recublerto por dextrano
(Sigma). Se centrifugd la mezcla a 7000 xg durante 10 minutos, se midié la cantidad de *H-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) segun las instrucciones
del fabricante y se sometieron a prueba en ensayos de union a ligando in vitro usando “H-RH2485, con 20E frio o
compuestos no esteroideos (RH2485 y GS™-E) como competidores. Ademas, se sometieron a ensayo 5 ul de las
traducciones in vitro para determinar la eficiencia de traduccion usando SDS-PAGE siguiendo métodos
convencionales (Maniatis, 1989). Se calcularon los resultados de unién a ligando tanto para los receptores CfEcR-
DEF de tipo natural como mutante A110P y se muestran en la figura 1.

Los dos ligandos no estermdeos RH2485 y GS™-E, y el ligando esteroideo 20E sometidos a prueba pudieron
competir de manera eficaz con ®*H-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 examiné la uniéon de los mismo ligandos
por el mutante A110P, se rompié completamente la unién del esteroide 20E pero la union de los compuestos no
esteroideos no se vio afectada (véase la figura 1). Estos resultados indican que la ausencia de union a esteroides en
el caso de la proteina de fusion GAL4-CfEcR no es un artefacto del truncamiento o de la fusidon y demuestra que el
CfEcR mutante A110P es un receptor no esteroideo selectivo.

Afinidades de ligando de CfEcR mutante A110P a diversos ligandos estermdeos y no esteroideos: Se midieron las
afinidades de unién a ligando del mutante de GAL4/CfEcR A110P uniendo *H-RH2485 y haciéndolo competlr con
diferentes concentraciones de esteroides o compuestos no esteroideos frios. Brevemente, se unid *H-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 frios. Se llevé a cabo la reaccién a temperatura
ambiente durante 1 hora seguido por ad|C|on de carbon recubierto por dextrano activado y la centrifugacion a 7000
xg durante 10 minutos a 4°C. Se midio el ®H-RH2485 residual en el sobrenadante tras Ia centrifugacién usando un
contador de centelleo. Se determinaron los valores de fracciéon unida (f unida) y se trazaron frente a la concentracion
de ligando (en mM). Se determinaron los valores de Clsp 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
(RH-125020) para el tipo natural y el mutante trazando la fraccién unida frente a la concentracién de cada ligando.

Tal como se muestra en la tabla 11, los valores de Clso para esteroides PonA y MurA aumentaron (mas de 1 mM) en
el caso del mutante A110P en comparacién con los valores nanomolares observados para el receptor de tipo
natural, lo que sugiere que se alterd la union de esteroides en el CfECR mutante A110P. Por otro lado, los valores de
Clso 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 mutacién por sustituciéon A110P da como resultado un dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona
no esteroideo que ha perdido la capacidad de unirse a ligando esteroideo.
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Tabla 11. Valores de Clso determinados para CfEcCR-A/BCDEF de tipo natural y mutante A110P usando varios
ligandos esteroideos y no esteroideos.

Clso de tipo natural (nM) Clso de mutante A110P (nM)
Esteroides:
Ponasterona A 345,95 >1mM
Muristerona A 423,99 >1mM
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

Para eliminar la posibilidad de que la pérdida de actividad esteroidea pueda deberse al receptor CfECR-DEF
truncado o a un artefacto de la proteina de fusion de GAL4, los solicitantes introdujeron la mutacion A110P en el
CfEcR (CfECRA/BCDEF) de longitud completa (FL), lo fusionaron con el dominio de union a ADN de GAL4 tal como
se describid en el ejemplo 1.4, y lo sometieron a ensayo de manera comparativa en células NIH3T3 en placas de 24
pocillos tal como se describio en el ejemplo 2 anterior con CfEcR de tipo natural de longitud completa (ejemplo 1.3)
en combinaciéon 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 EcCRE) y un TATAA sintético. Se
hicieron crecer las células transfectadas en presencia de PonA o GS™-E 0,25 6 10 uM y se midi6 la actividad
indicadora a 40 horas tras afiadir 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 niUmeros en la parte superior de
las barras indican el aumento de veces con respecto a niveles de DMSO.

Tal como se muestra en figura 2, la mutacion 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. Especificamente, se perdio
completamente la actividad de PonA para el mutante de CfEcR A110P de longitud completa. Sin embargo, no hubo
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 fusidon con GAL4 en el ejemplo 5 no
era un artefacto de la fusién de GAL4 o del truncamiento de EcR. Por tanto, los solicitantes han determinado que el
residuo de aminoacido A110 es critico para la actividad esteroidea en el receptor de ecdisona de longitud completa.

El residuo A110 es critico para la actividad esteroidea en células de insecto.

En células de mamifero, el ligando natural de EcR, 20-hidroxiecdisona (20E), no induce la transactivacion a través
de un sistema de expresidn génica basado en CfEcR. Para determinar si el mutante A110P puede responder a 20E,
los solicitantes sometieron a prueba este sistema de expresion génica basado en mutante A110P en un ensayo de
indicador dirigido por ECRE en células L57 de insecto (una linea celular de Drosophila melanogaster que carece de
isoforma B de EcR, el homdlogo 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 aun contienen la isoforma A de EcR). Se introdujo la
mutacion en la proteina de fusion VP16/CfEcCR-CDEF y se uni6é operativamente a un promotor IE1 de baculovirus y
se transfectaron las células L57 con IE1VP16CfECRCDEF (ejemplo 1.5) o su ADN de version de mutante A110P
(ejemplo 1.6) junto con un gen indicador de B-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 midi6 la actividad indicadora para la transactivacion del sistema de expresion génica basado en
mutante A110P tras 40 horas de tratamiento de las células transfectadas con 20E o GS™-E 0, 1, 10, 100 6 1000 nM.
Se recogieron las células y se sometieron a ensayo los extractos para determinar la actividad de B-galactosidasa (p-
gal) y luciferasa. Se midi6 la B-galactosidasa usando el kit de ensayo Galacto-Star™ de TROPIX siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los numeros 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.

En células de insecto, el sistema de expresion 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 expresion
génica basado en el mutante A110P transactivd la expresién 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 mas
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probablemente a una actividad endégena 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 CfEcCR no 20E (datos no
mostrados).

La mutacién A110P tuvo un efecto similar cuando se introdujo en el receptor de longitud completa en el contexto de
un gen indicador dirigido por ECRE en las células L57 indicando que la mutacién tiene un efecto analogo en células
de insecto, supuestamente en presencia de co-factores de la transcripcion de insecto (datos no mostrados). Estos
datos confirman los resultados de los solicitantes de células de mamifero y establecen que la mutacién A110P da
como resultado un efecto drastico sobre la sensibilidad esteroidea de CfEcR pero no afecta a la sensibilidad no
esteroidea de CfEcR.

EJEMPLO 7

Los resultados de los solicitantes presentados anteriormente en los ejemplos 5 y 6 describen la identificacion de un
residuo de alanina en la posicién 110 que es un residuo critico para la actividad esteroidea pero no para la no
esteroidea del dominio de unién a ligando de CfEcR. Para caracterizar adicionalmente el papel del residuo A110 en
la transactivacion esteroidea y no esteroidea de CfEcR de genes indicadores, se prepard una mini-biblioteca de
receptores CfECR-DEF mutando A110 usando cebadores degenerados. Se disefiaron 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: 85y SEQ ID NO: 86; véase la tabla 4) para reemplazar A110 por diversos residuos de aminoacido.
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.

Transactivacion del gen indicador de mutantes de A110

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 6 25 uM 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-
etilendioxi)-2-metilbenzohidrazida (RH-125020) durante 48 horas y se midi6 la actividad indicadora. Tal como se
muestra en la figura 4, el receptor de ecdisona de tipo natural mostré actividad indicadora en presencia tanto de
esteroides como de compuestos no esteroideos. Sin embargo, todos los receptores mutantes mostraron actividad
indicadora solo en presencia de ligandos no esteroideos pero no en presencia de ligandos esteroideos. El mutante
A110P presenté actividad no esteroidea similar en comparacion con receptor de tipo natural, sin embargo los
mutantes A110S, A110L y A110M demostraron sensibilidad inferior y transactivacion no detectable a las dos
concentraciones mas bajas. Estos resultados confirman que un dominio de unién a ligando de EcR mutante por
sustitucion de A110 se caracteriza por una respuesta significativamente reducida a esteroides pero permanece
sensible a compuestos no esteroideos.

Unidn a ligandos mediante los mutantes de A110: Los solicitantes han realizado ensayos de union a ligando usando
ligandos marcados de manera radioactiva de *H-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 sustitucion y de tipo natural se deben a diferencias al nivel de unién 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-
CfUSP-A/BCDEF expresado por bacterias (longitud completa). La union de PonA a mutante A110P no fue
detectable mientras que otros mutantes por sustitucion de A110 mostraron el 5-10% de union a receptor de tipo
natural (véase la figura 5). EcR de tipo natural y todos los mutantes sometidos a prueba mostraron unién similar a
RH-2485, un andlogo proximo de GS™-E (véase la figura 6). Puede ser que el residuo de prolina inflexible del
mutante A110P dificulte la unién de ligandos esteroideos pero no de los no esteroideos.

Se analizaron las proteinas traducidas in vitro mediante SDS-PAGE y se encontré6 que se traducian de manera
similar al receptor de tipo natural, indicando que las diferencias en la unién observada entre los mutantes y receptor
de tipo natural no se deben a la variacion en la cantidad de proteinas presentes en el ensayo (datos no mostrados).
La actividad de unién a ligando se correlaciona con la actividad del gen indicador en la mayoria de los casos,
proporcionando prueba adicional del descubrimiento de los solicitantes de que el residuo A110 desempefa un papel
critico en la unién de ecdiesteroides, pero no de compuestos no esteroideos.

Todos de los mutantes por sustitucion de A110 estaban alterados en cuanto a la unién a esteroides asi como en su
capacidad de transactivar genes indicadores en presencia de esteroides en células de mamifero y de insecto. Estos
mutantes mantuvieron los niveles de tipo natural de la unién no esteroidea y la transactivacion del gen indicador en
presencia de compuestos no esteroideos.

El residuo A110, encontrado junto a la lamina B predicha entre la hélice 5 y 6, estd sumamente conservado en EcR

de diversas especies de insectos, y en RXR, receptor de progesterona (PR) y receptor de estrogenos (ER)
destacando adicionalmente que este residuo es critico para la unién a ligando y por tanto la transactivacion.
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Ademas, el residuo A110 esta flanqueado por otros residuos sumamente conservados, algunos de los cuales
también pueden ser criticos para la uniéon a ligando y/o transactivacion. La comparacion 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 sélo entre diferentes
estructuras de receptores nucleares, sino también en complejos del mismo receptor cuando se une a ligandos
naturales y sintéticos como en el caso de ER. La unién de esteroides y compuestos no esteroideos puede reflejar
una situacién similar. Los modelos de homologia generados sugieren que la union 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
transactivacion 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
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 algun grado las
diferencias observadas en las actividades de los esteroides y los compuestos no esteroideos en ensayos de gen
indicador a bajas concentraciones ligando. Aun no se conoce el mecanismo mediante el cual la union afecta a los
cambios conformacionales y por tanto al potencial de transactivacién . Sin embargo, en el caso del ER, se ha
mostrado que la unién de agonistas y antagonistas induce diferentes cambios conformacionales dando como
resultado el desplazamiento de la hélice 12. La hélice 12 desempefia un papel activo en la inclusién e interaccion de
coactivadores con respecto al receptor. En el caso de agonistas como dietilstilbestrol (DES), el coactivador GRIP1
se une a una ranura hidroéfoba sobre la superficie del LBD formado por las hélices 3, 4, 5y 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 unién de
esteroides y de compuestos no esteroideos también podria inducir cambios conformacionales sutiles que afectan a
la inclusion de coactivador y por tanto a la transactivacion.

El residuo A110 parece interaccionar con la cadena lateral del ligando esteroideo. La introducciéon de residuos mas
voluminosos o inflexibles en esta posicion podria romper potencialmente estas interacciones y por tanto el
acoplamiento del ligando al LBD. Esto a su vez da como resultado la ausencia de activacién del EcR. La
identificacion de un mutante que da como resultado la ruptura de la unién a ecdiesteroides sin afectar a la unién a
compuestos no ecdiesteroideos y la activacion proporciona medios para la evolucién sistematica del ECR para
desarrollar un sistema inducible por ecdisona que puede regularse de manera precisa para su uso en sistemas de
mamiferos.

EJEMPLO 8

Este ejemplo describe la identificacion de mutantes por sustitucion de dominio de union a ligando de CfEcR que
presentan disminucién de actividad en respuesta tanto a ligando esteroideo como a ligando no esteroideo. Estos
mutantes por sustitucion son Utiles en ensayos de examen de ligandos para la identificacion de ligandos ortogonales.
En un intento de identificar mutaciones por sustitucién en el CfEcCR que disminuyen la actividad de ligando tanto
esteroideo como no esteroideo, los solicitantes mutaron residuos de aminoacido que se prevé que son criticos para
la unién a ecdiesteroides y crearon casetes de expresion génica de ADNc de GAL4/CfEcR-DEF mutante tal como se
describié 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
ejemplos 1.1 y 1.2 y se sometieron a prueba en ensayos de indicador de luciferasa dirigido por GAL4 tal como se
describié en el ejemplo 2 anteriormente. Se calculd la actividad en veces dividiendo RLU en presencia de ligando
entre RLU en ausencia del ligando.

Se identificaron diecisiete residuos de aminoacido que, cuando se sustituyen, producen un receptor de ecdisona
mutante que presenta disminucion de actividad en respuesta a ligandos tanto no esteroideos como esteroideos. El
efecto de una sustitucion de aminoacido en el residuo de aminoacido 21, 48, 51, 59, 62, 93, 95, 109, 120, 123, 125,
218, 219, 223, 230, 234 6 238 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). Ademas, se prepararon dos mutantes dobles (R95A/A110P y M218A/C219A) y un mutante triple
(V1071/A110P/R175E) y también se identificaron como receptores CfEcR-DEF mutados que presentan disminucion
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 disminucion de actividad esteroidea y no esteroidea. Aumento en veces con
respecto al tipo natural

MUTANTES GS™-E 2,5 uM PonA 2,5 uM GS™-E 10 nM PonA 10 nM
Q21A 0,32 0,37
F48A 0,007 0,007
I151A 0,003 0,004
V59A 0,47 0,002
162A 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 V1071/A110P/R175E 0,001 0,001 0,345 nd*

* No detectable
EJEMPLO 9

Este ejemplo describe la introduccion de mutaciones por sustitucion dentro del EcR de Drosophila melanogaster
(DmECcR) en residuos de aminoacido dentro del dominio de unién a ligando de DmEcCR que son analogos a los
mutantes por sustitucion del dominio de unién a ligando de CfEcR identificados anteriormente. Especificamente, se
introdujeron mutaciones por sustitucion en residuos de aminoacido de DmEcR 107, 121, 213 y 217 de SEQ ID NO:
2, correspondiente a residuos de aminoacido de CfEcR 110, 124,211 y 219 de SEQ ID NO: 1, respectivamente.

Los solicitantes mutaron residuos de aminoacido que se prevé que son criticos para la union a ecdiesteroides y
crearon casetes de expresion génica de ADNc de GAL4/DmEcR-CDEF mutante tal como se describi6 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 ejemplos 1.8 y 1.9
y se sometieron a prueba en ensayos de indicador en células NIH3T3 tal como se describid 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 uM. Se recogieron las células y se midié la actividad
indicadora a 48 horas tras la adicion de ligando. Se calculé la induccién en veces dividiendo la actividad indicadora
en presencia de ligando entre la actividad indicadora en ausencia de ligando. A partir de la induccién en veces, se
calcul6 el porcentaje de actividad de tipo natural para cada mutante. Los resultados se presentan en la tabla 13.

Tabla 13. Tipo natural de GAL4/DmEcCR-CDEF y mutantes por sustitucion G121R, G121L, G217A y C217S
sometidos a prueba para la transactivacion en células NIH3T3. Aumento en veces con respecto al tipo natural:

Mutante de DmEcR-CDEF Ponasterona A 2,5 uM GS™-E 2,5 uyM
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 mutd el dominio de unién a ligando de DmECR en los residuos de aminoacido 121 6
217, indicando que estos residuos son residuos importantes en la bolsa de unién a ligando de DmEcR.

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 describié en los ejemplos 1.10 y 1.11. Se transfectaron
VP16DmMECR-CDEF y un indicador de 6XEcREB-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 midié la actividad indicadora tal
como se describié anteriormente en el ejemplo 6. Se calculé la induccién en veces dividiendo la actividad indicadora
en presencia de ligando entre la actividad indicadora en ausencia de ligando. A partir de la induccion en veces, se
calculo 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 sustitucion A107P, G121R, G121L, N213A, G217A y
C217S sometidos a prueba para determinar la transactivacion en células L57 de insecto. Aumento en veces con
respecto a tipo natural:

Mutante DmEcR-CDEF 20-hidroxiecdisona 1 uM GS™-E 1 uM
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 mutacion A107P de DmEcR provocé 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 DmEcCR dieron como resultado
reducciones del 50% y del 61% respectivamente en la actividad esteroidea pero un efecto minimo sobre la actividad
no esteroidea. La mutacion C217A de DmEcCR dio como resultado la reduccion de actividades no esteroidea y
esteroidea, y los mutantes G121L y N213A de DmECcR perdieron la sensibilidad tanto para esteroides como para
compuestos no esteroideos, indicando que estos residuos estan implicados en la union tanto a esteroides como a
compuestos no esteroideos.

EJEMPLO 10

Este ejemplo describe la introduccién de mutaciones por sustitucion dentro del EcCR de Amblyomma americanum
(AmaEcR) en residuos de aminoacido dentro del dominio de union a ligando de AmaEcR que son analogos a los
mutantes por sustitucion de dominio de union a ligando CfEcR identificados anteriormente. Especificamente, se
introdujeron mutaciones por sustitucion en los residuos de aminoacido de AmaEcR 91 y 105 de SEQ ID NO: 3,
correspondiente a residuos de aminoacido de CfEcCR 96 y 110 de SEQ ID NO: 1, respectivamente.

Los solicitantes mutaron residuos de aminoacido que se prevé que son criticos para la union a ecdiesteroides y
crearon casetes de expresion génica de ADNc de GAL4/AmaEcR-DEF mutante tal como se describié en el ejemplo
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 describié 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 uM o bien con ligando no esteroideo GS™-E 1 uM.
Se recogieron las células y se midié la actividad indicadora a 48 horas tras la adicién de ligando. Se calculé la
induccién en veces dividiendo la actividad indicadora en presencia de ligando entre la actividad indicadora en
ausencia de ligando. A partir de la induccién en veces, se calculé el porcentaje de actividad de tipo natural para cada
mutante. Los resultados se presentan en la tabla 15.

Tabla 15. Mutantes por sustitucion 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 uM GS™-E 1 uM
G91A 1,29 1,22
A105P 0,11 0,01
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La mutacion G91A de AmaEcR en la posicién de residuo de aminoacido homéloga a V96 en CfEcR dio como
resultado el aumento en las actividades esteroidea y no esteroidea. La mutacion A105P de AmaEcR en la posicion
de residuo de aminoacido homéloga a A110 de CfEcR provoco la pérdida de la mayor parte de la actividad
esteroidea y elimind esencialmente la actividad no esteroidea.

Debe entenderse ademas que los tamafios de bases o tamafios de aminoacidos, y todos los valores de peso
molecular o0 masa molecular, dados para acidos nucleicos o polipéptidos son aproximados, y se proporcionan para la
descripcion.

Lista de secuencias

<110> Rohm and Haas Company
Palli, Subba R.

Cress, Dean E.

Fujimoto, Ted T.

Kumar, Mohan B.

<120> Receptores mutantes por sustitucion novedosos y su uso en un sistema de expresién génica inducible
basado en receptores nucleares
<130> A01247

<150> Documento US 60/313925
<151> 21-08-2001

<160> 113

<170> Patent In version 3.1
<210>1

<211> 240

<212> PRT

<213> Choristoneura fumiferana
<400> 1

Leu Thr Ala psn Gla Gln Phe Leu Ile Ala Arg Leu Ile Trp Tyr Gln
1 5 10 1%

Asp Gly Tyr Glu Gln Pro Ser Asp Glu Asp Leu Lys Arg Ile Thr Gln
20 25 30

Thr Trp Gln Gln Ala Asp hep Glu Asn Glu Glu Ser Asp Thr Pro Phe
is 40 45

Arg Gln Ile Thr Glu Met Thr Ile Lew Thr Val $ln Lew Ile Val Glu
50 55 &0

Phe Ala Lys Gly Leu Pro Gly Phe Ala Lys Ile Ser Gln Pro hsp Gln
1 70 75 B0

Ile Thr Leu Leu Lys Ala Cys Ser Ser Glu val Met Met Leu Arg Val
B85 90 35

Ala Arg Arg Tyr AGp Ala Ala Ser Asp Ser Val Leu Phe Ala Asn Asn
100 105 110

Gln Ala Tyr Thr Arg Asp Asn Tyr Arg Lys Ala Gly Met Ala Tyr val
115 120 125

Ile Glu Asp Leu Leu His Phe Cys Arg Cya Met Tyr Ser Met Ala Leu
13{!_ 1315 140
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Asp
145

Arg

Ala

Leu

Leau
225

Asn

Fro

Leu

hrg
210

Lya

<210> 2
<211> 237

<212> PRT
<213> Drosophila melanogaster
<400> 2

Leu Thr Tyr Asn Gln

1

Ile His Tyr

Gly

Leu Glu
165

Asn Thr Leu

180

Ser Ser Val

195

Thr Leu Sly

Aan Arg Lys

Bsp Oly Tyr

Gln Pro Asp

L]

Thr Glu Ile

50

dly Leu Pro

65

Lew Lys Ala

Ty¥r Asp His

5

Glu Gln

Glu Asn

Thr Ile

Ala Phe

Cya Ser

BS

Ser Ser

100

Ala
150

3ln

Arg

Ile

Mek

Leu
230

Lea Leu

Pro Gln

Ile Tyr
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Thr Ala

Leu Val

170

Ile Leu

185

200

Gln Asn

215

Pro Pro

Leu Ala

Pro Ser

Glu Ser

Leu Thr

55

Thr Lys

70

Ser Glu

Asp Ser

wal

Glu

Gln

40

val

Ile

Val

Ile

Lys Ile

Ser Asn

Fhe Leu

Ile Tyr
1

Glu Asp

Thr Asp

Gln Leu

Pro @ln

Mat Mat

20

Phe Phe
105

Val
155

Glu

Aan

Het

Glu
235

Lys
Leu
ﬁal
Ile
Glu
75

Leu

Ala

Val

Glu

Gln

Ser

Cys

220

Glu

Leu Ile

hrg Arg

Sar Phe

Val Glu

]

hep Gln

Arg Mekt

Rsn Asn

Ile

Ile

Leuw

Ile

205

Ile

Ile

45

63

Phe Ser Asp
150

Gln Arg Tyr
175

Ser Gly Ser
130

Leu Ser Glu

Ser Leu Lys

Trp Asp Val
240

Trp Tyr Gln
15

Ila Het Ser

hrg His Ile

Phe Ala Lys

Ile Thr Leu
-1]

kla Arg Arg
95

hrg Ser Tyr
110



Thr

Glu
145

Leu

Thr

Lau

Arg
225

hrg

Lau
130

Tyr

Glu

Leu

val

aly

210

Lya

<210>3

<211> 240

Aap

115

His

Ala

LyB

Arg

Fhe

185

Aan

Lau

<212> PRT
<213> Amblyomma americanum
<400> 3
Gly Val Lys Pro Leu

Pro
1

Leu

Lys

Arg

“Ile

65

Glu

val

Lys

Arg

50

Val

Asp

Ser

Fhe

Leu

Ala

Ile
180

Tyr

Gln

Pro

Thr

35

Phe

Glu

Gln

Tyr

Cys

Leu

Gln

155

Tyr

Ala

ABN

Lya

Tyr
20

Thr

Gln

phe

Ile

Lys MetC

Arg Gln
1315

Thr Ala
150

Leu Val

Ile Lau

Lys Leu

Ala Glu

215

Pha Leu
230

5

Ala

120

Mek

Ile

Glu

Asn

Lau

200

Met

Glu

Gln Gln

Pro Phe

His Ile

Ser Lys
70

Thr Leu

8s

Gly

Val
Ala
Arg
185

Ser

Cya

3lu

Ser

Glu

Pro

Thr

55

Arg

Leu

ES 2422303 T3

Met

Ser

Ile

Ile

170

His

Ile

Fhe

Ile

Ser

Phe

Leu

40

Glu

Val

Ala

Mat

Fhe

155

Gln

Cym

Leu

Eer

Trp
215

Ser

Glu

ABp

Lys

140

Ser

Ber

Gly

Thr

Leu

220

Rap

Aan
125

val

hap

Tyr

Asp

3lu

208

Lys

val

Gln

10

25

Gly

Ile

Pro

Lys Ala

Ser

Asp

Thr

Gly

Cys
20

64

Ile
Asp
Arg
TyT
Ser

190

Leu

Glu

Pro

Ser

Ile

Phe

75

Ser

Glu

han

Fro

Ile

175

Mek

Lys

Asp

val

Gly

150

Rap

Ser

Thr

Aan

Asp Leu

Ser Glu

Glu Glu

45

Leu Thr

60

Asp Thr

Ser Glu

Ile

Glu

30

Asp

val

Leu

val

Asn

15

Asp

Asn

Gln

Ala

Met
95

Lys

Met

Gln

Leu

Arg

80

Met
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Leu

Ala

Gly

Leu

145

Phe

Gln

Pro

Leu

Val
225

Arg

Asn

Asp

130

Arg

Ser

Glu

Pro

Arg

210

Gln

<210>4
<211> 198

<212> ADN

Gly

Asn

115

Ser

val

Glu

Gly
198

Thr

Asn

Ala

100

Gln

Ala

Asp

Arg

Tyr

180

Lys

Leu

Lys

Arg

Pro

Asp

Asn

Pro

165

Ile

Asn

Gly

Lys

Lys

Tyr

Ala

Ala

150

Ser

Glu

Tyr

Asn

Leu
230

<213> Choristoneura fumiferana
<400> 4

tgtctggtat gcocggggacag agcctccgga taccactaca atgcgctcac gtgtgaaggg
tgtaaagggt tcttcagacg gagtgttacc aaaaatgcgg tttatatttg taaattoggt

cacgcttgeg aaatggacat gtacatgcga cggaaatgcc aggagtgccg cctgaagaag

tgettagetg taggcatg

<210>5
<211> 66

<212> PRT

<213> Choristoneura fumiferana
<400> 5

TYyr

Thr

Leu
135

Glu

Leu

Thr

Phe

Met

215

Pro
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Asp

Arg

120

Phe

Tyr

Val

Leu

Ala

200

Asn

Pro

Val

105

Asp

Arg

Ala

Asp

Arg

185

Arg

Ala

Phe

Lys

Asn

Phe

Leu

Pro

170

Met

Leu

Glu

Leu

65

Thr

Tyr

Cys

Leu

155

His

Leu

Met

Ala
235

Asp Ser

Arg Ser
125

Arg Lys
140

Thr Ala

Lys Vval

Ser Glu

Ser Ile
205

Cys Phe
220

Glu Ile

Ile

110

Ala

Met

Ile

Glu

Asn

190

Leu

Ser

Trp

val

Ser

Cys

val

Arg

175

His

Thr

Leu

Asp

Phe

val

Gln

Ile

160

Ile

Arg

Glu

Lys

Ile
240
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Cys Leu Val Cys Gly Asp Arg Ala Ser Gly Tyr His Tyr

Thr Cys Glu Gly Cys Lys Gly Phe Phe Arg Arg Ser Val

20

ES 2

Ala Val Tyr Ile Cys Lys Phe

Met Arg Arg Lys Cys Gln Glu Cys Arg Leu Lys Lys Cys

50

3ly Met

65
<210>6
<211> 441
<212> ADN

as

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 6
atgaagctac

tgctecaaag
cctceccaaaa
ctagaaagac
ttgaaaatgg
aatgtgaata
acattgagac

caaagacagt

<210>7
<211> 147
<212> PRT

tgtcttctat
aadaaccgaa
ccaaaaggtc
tggaacagct
attctttaca
aagatgccogt
agcatagaat

tgactgtate

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400>7

55

cgaacaagca
gtgcgccaag
tccgeotgact
atttctactyg
ggatataaaa
cacagataga
aagtgcgaca

g

422 303 T3

10

25

Gly His Ala Cys Glu
40

tgcgatactt
tgtctgaaga
agggcacatc
atttttecke
gcattgttaa
ttggctktcag

tcatcatcgg

66

&0

gccgacttaa
acaactggga
tgacagaagt
gagaagacct
caggattatt
tggagactga

aagagagtag

Asn Ala Leu

15

Thr Lys Asn
30

Meat
45

Asp Met Tyr

Leu Ala val

aaagctcaag 60
gtgtcgctac 120
ggaatcaagg 180
tgacatgatt 240
tgtacaagat 300
tatgcctcecta 360
taacaaaggt 420

441



Met

Lys

Lys Leu Leu Ser

Lys Leu Lys Cys

.20

Lys Asn Asn Trp Glu

Leu

Glu
65

Leu

Phe

Ser

Ala

Thr
145
<210> 8

a5
Thr Arg
50

Gln Leu

Lys Met

Val Gln

val Glu
115

Thr Ser
130

Val Ser

<211> 606
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 8

Ala

Fhe

Asp

Asp

100

Thr

Ser

His

Leu

Ser

BS

Asn

Asp

Ser

Ser

Ser

Cys

Leu

Leu

70

Leu

Val

Met

Glu
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Ile
Lys
Arg

Thr
55

Ile
Gln
Asn

Pro

Glu
13s

Glu Gln Ala Cys Asp Ile Cys Arg Leu
10 15

Glu Lys Pro Lys Cys Ala Lys Cys Leu
25 30

Tyr Ser Pro Lys Thr Lys Arg Ser Pro

40 45

Glu Val Glu Ser Arg Leu Glu Arg Leu
60

Phe Pro Arg Glu Asp Leu Asp Met Ile
75 80

Aap Ile Lys Ala Leu Leu Thr Gly Leu
50 95

Lys Asp Ala Val Thr Asp Arg Leu Ala
105 110

Leu Thr Leu Arg Glmn His Arg Ile Ser
120 125

Ser Ser Asn Lys Gly Gln Arg Gln Leu
140
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atgaaagcgt taacggccag gcaacaagayg gtgtttgate tcatccgtga tcacatcage 60
cagacaggta tgccgccgac gegtgcggaa atcgcocgcage gtttggggtt cogtteccca 120
aacgcggcetg aagaacatct gaaggegeotg dcacgcaaag geogttattga aattgtttce 180
ggcgcatcac gocgggattog tetgttgecag gaagaggaag aagggttgcec getggtaggt 240
cgtgtggcty ccggtgaace acttetggeg caacagcata ttgaaggteca ttatcaggte 300
gatccttoct tattcaageoc gaatgectgat ttecctgeotge gegtcagcgg gatgtcegatg 360
aaagatatcg gcattatgga tggtgacttg ctggcagtge ataaaactca ggatgtacgt 420
aacggtcagg tcgttgtecge acgtattgat gacgaagtta ccgttaagcg cctgaaaaaa 480
cagggraata aagtcgaact gttgccagaa aatagcgagt ttaaaccaat tgtcgtagat 540
cttcgtcage agagcttcac cattgaaggg ctggcggttg gggttattcg caacggcgac 600
tggctg - 606

<210>9

<211> 202

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 9
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hap

Gln

Bla

aly

Arg

His

Rap

Val

145

Gla

Ile

val

Lys

His

Arg

Leana

50

Ile

Wal

Tyr

Arg

Leu

110

Val

Gly

val

aly

<210> 10
<211> 420
<212> ADN
<213> Choristoneura fumiferana
<400> 10

Ala

Ile

Lau

is

Ala

Ala

Gln

Val

115

Leu

Ala

wval

val
155

Lau

Bar

20

Gly

AXg

Leaw

Ala

Val

190

Ser

Ala

Arg

Lysa

Rsp

180

Ile

Thr

Gln

Fhe

Lys

Leu

aly

ASpD

aly

val

Ile

val

165

L=y

Arg

Ala

The

Arg

Gly

Gln

TO

Glu

Pro

Mat

His

Asp

150

Glu

Arg

ABn

Gly

Ser

val

55

GZlu

PFro

Sar

Ser

Lys

135

Asp

Leuw

Gln

Gly

Gln

Mat

Prao

40

1le

Glu

Leu

Lau

Met

120

Thr

Glu

Leu

Gln

Aap
200
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Gln Glu
10

Pro Pro
25

Ren Ala

Glu Ile

Glu 3lu

Lou Ala
S0

Phe Lya
108

Lya hap

Gln Asp

Val Thr

Pro Glu
170

S5er Phe
185

Trp Leu

Val

Thr

Ala

val

Gly

75

Gln

Pro

Ile

Wal

Val

155

han

Thr

Fha

Arg

Glu

58K

&0

Leu

G3ln

Aan

Gly

ATg

140

Lyn

Ser

Ile

69

Asp

Ala

Glu

Gly

Frao

His

Ala

Ile

125

AAn

Arg

Glu

Glu

Glu
kD)

His

Ala

Il=

Rep

119

Mer

Ely

Fha

Gly
150

Ile
15

Ile

Leu

S5er

val

3lu

11

Fhe

hap

Gln

Lys

Lys
173

Arg

Ala

Lys

Gly

aly

La=u1

Gly

Val

Lys

160

Pro

Ala
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atgagacgcc gctggtccaa caacgggggce ttccagacge tgcgaatgct cgaggagage: 60
tcgtccgaag tgacgtcocgte ctcagctctg ggtctgocgg ccgcgatggt tatgtctccg 120
gagtcgcteg cctogocaga gtacggcggg ctoegagoctct ggggatacga cgatgggttg 180
tcatacaaca cggcgcagtc cttgctggge aatacttgca cgatgcagca gcagcaacag 240
acgcagccge tgecgtogat goccgttgcct atgccgeocga ccacgocgaa gtctgaaaac 300
gagtctattt cctcaggoccg tgaggaactg tcgccagctt caagtataaa tgggtgcagt 360
acagatggcg aggcacgacg tcagaagaag ggccctgogc cccgtcagca agaggaactg 420
<210> 11
<211> 140
<212> PRT
<213> Choristoneura fumiferana
<400> 11
Met Arg Arg Arg Trp Ser Asn Asn Gly Gly Phe Gln Thr Leu Arg Met
1 5 10 15
Leu Glu Glu Ser Ser Ser Glu Val Thr Ser Ser Ser Ala Leu Gly Leu
20 25 ip
Pro Ala Ala Met Val Met Ser Pro Glu Ser Leu Ala Ser Pro Glu Tyr
is 40 45
Gly Gly Leu Glu Leu Trp Gly Tyr Asp Asp Gly Leu Ser Tyr Asn Thr
50 ES 50
Ala 3ln Ser Leu Leu Gly Asa Thr Cys Thr Met Gla Gla Gla Gla Gln
65 T0 -1 BO
Thr Gln Pro Leu Pro Ser Met Pro Leu Pro Met Pro Pro Thr Thr Pre
8s 90 as
Lys Ser Olu hen Glu Ser Ile Ser Ser Gly Arg Glu Glu Leu Ser Pro
100 105 110
Ala Ser Ser Ile Asn Gly Cys Ser Thr Asp Gly Olu Ala Arg Arg Gln
115 120 125
Lys Lys Gly Pro Ala Pro Arg Gln Gln Glu Glu Leu
R & 1 T ©o135 140
<210> 12
<211> 271
<212> ADN
<213> virus del herpes simple 7
<400> 12
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15

atgggcecta
ctccacttag
ctggacatgt
ccctacggeg

ggaattgacg

<210> 13
<211> 90
<212> PRT
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aaaagaagcg taaagtcgcc
acggcgagga cgtggcgatg
tgggggacgg ggattccccg
ctctggatat ggccgacttc

agtacggtgg ggaattcccg

<213> virus del herpes simple 7

<400> 13

Met Gly
1

Pro Lys Lys Lys Arg
5

Leu Gly Asp Glu Leu His Leu

20

Ala Asp Ala Leu Asp Asp Phe

35

Ser Pro Gly Pro Gly Phe Thr

50

55

Leu Asp Met Ala Asp Phe Glu

65

70

Gly Ile Asp Glu Tyr Gly Gly

<210> 14
<211> 307
<212> ADN

85

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 14

cccecgaceqg atgtcagect gggggacgag 60

gcgcatgecg acgcgctaga cgatttcgat 120

gggccgggat ttacccccca cgactccgece 180

gagtttgagc agatgtttac cgatgccctt 240

9

Lys

Asp

Asp

40

Pro

Phe

Glu

val

Gly

Leu

His

Glu

Phe

Ala Pro Pro

10

Glu Asp Val

Asp Met Leu

Asp Ser Ala

60

Gln Met Phe

75

Pro

20

atgggtgctc ctccaaaaaa gaagagaaag gtagctggta

tgcaatgcca tcattgagca gtttatcgac tacctgegea

gaaatggdcgg atcaggcgat taacgtggtg ccgggcatga

gocecgggecge cgatccagec tgactggcectg aaatcgaatg

gatgttaacg ataccagcct cttgctgagt ggagatgcct

gattatg

<210> 15
<211>102
<212> PRT

71

tcaataaaga
ccggacagga
éﬁccgaaaac
gttttcatga

cctacectta

271

Thr Asp Vval Ser
15

Ala Met Ala His
30

Gly Asp Gly Asp
45

Pro Tyr Gly Ala

Thr Asp Ala Leu
80

tatcgaggag 60
gatgccgatg 120
cattcttcac 180
aattgaagcg 240

tgatgtgcca 300

307



<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 15

Met Gly Ala Pro Pro

1

Asp Ile

Arg Thr

val val
50

Ile Gln
65

Asp Val

Tyr Asp

<210> 16
<211> 807
<212> ADN

Glu

Gly

s

Pro

Pro

Asn

Val

<213> Homo sapiens

<400> 16

3lu

20

Gln

Gly

Asp

Asp

Pro
100

5

Cys

Glu

Met

Trp

Thr

8s

Asp

Lysa

Asn

Met

Thr

Leu

70

Ser
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Lys

Ala

Pro

Pro

55

Lysa

Leu

Lys

Ile

Met

40

Lys

Ser

Leu

Arg

Ile

25

Glu

Thr

Asn

Leu

72

Lys

10

Glu

Met

Ile

Gly

Ser
940

Vval

Gln

Ala

Leu

Phe

75

Gly

Ala

Fhe

Asp

His

60

Hia

Asp

Gly

Ile

Gln

45

Ala

Glu

Ala

Ile

Asp

3o

Ala

Gly

Ile

Ser

Asn
15

TYE

Ile

Pro

Glu

YT
95

Lys

Leu

Asn

Pro

Ala

80

Pro
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cccatggaat tccagtacct gccagataca gacgatogtc accggattga ggagaaacgt 60
aaaaggacat atgagacctt caagagcatc atgaagaaga gtcctttcag cggacccace 120
gacccccgge ctecacctcg acgecattgcoct gtgecttcce gecagctcage ttetgtecce 180
aagccagcac cccagcccta tccctttacg tcatccctga gcaccatcaa ctatgatgag 240
tctcccacca tggtgtttcc ttcoctgggoag atcagcoccagg ccoctoggcoctt ggoccccggeoco 300
cc_thcqa_a.g_ tcctgcccca ggctcocagec cctgcoccctg ctecagccat ggtatcagcet 360
ctggccoccagg ccccagoocc tgtoccagtc ctagecececag goecctcocctca ggetgtggcoce 420
ccacctgoce ccaagcccac ccaggctggg gaaggaacge tgtcagagge cctgctgcag 480
ctgcagrttg atgatgaaga cctgggggcocc tigettggeca acagcacaga cccagctgtg 540
ttcacagacc tggcecatccgt cgacaactcc gagtttcage agetgcoctgaa ccagggcata 600
cctgtggeece cccacacaac tgagecccatg ctgatggagt accckgagge tataactcge 660
ctagtgacag gggcccagag gocccccgac ccagctcctg cteccactggg ggecccgggg 720
ctcccocaatg goctoctttec aggagatgaa gacttctect ccattgcgga catggactte 780
tcageccctge tgagkcagat cagctec BO7
<210> 17

<211> 269

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

73



Pro

Glu

Lys

Ile

Gln

&5

Phe

Pro

Fro

1458

Leu

hsp Pro Ala

Gln Gln

Pro Met

210

Ala Gln

225

Leu Pro

Rep Het

Met

Glu

Ser

Ala

50

Fro

Pro

Ala

Ala

val

130

Pro

Gln

Leu

Qlu

Lys

Pro

35

Val

TYyr

Thr

Pro

Fro

115

Leu

Phe

Fhe

Arg

20

Fhe

Pro

Fro

Mat

hla

100

Ala

Ala

Gln

RED

180

135

<210> 18
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Arg

hap

Leu

PFro

aly

FPhe

Gln Tyr Leu

Lys Arg Thr

Ser Gly Pro

Sar Arg Ser
55

Fhe Thr Ser
0

val Phe Fro
as

Fre Fro Gln

Met Val Ser

Pro gGly Pro
135

Ala oly Glu
150

Asp Glu RAsp
1&a5

Yal Phe Thr Asp Leu

Aan Gln Gly Ile

00

Glu Tyr Pro Glu

215

Fro Asp Pro Ala

230

Leu Leu Ser Gly

245

260

Ser Ala Leu Leu

Pro

Thr
40

Ser

Ser

Ser

Val

Ala
120

Pro

Giy

Lew

Ala

185

Ala

Pro

Asp

Ser
255

ES 2422303 T3

AP

Glu
25

hap

Ala

Leu

Gly

Leu
105

Leuw

Gln

Thr

Gly

Ser

val

Ile

hla

Glu

250

Gln

Thr

Thr

Fro

Ser

Sar

Gln

30

Fro

Ala

Ala

Leu

Ala
i70

Val Asp Asn Ser Glu

Ala

Thr Arg

Fro
2315

Rap

Ile Ser

<223> 1X elemento de respuesta a ecdisona (EcRE)
<400> 18

Asp

Fhe

hrg

val

Thr

15

Ila

Gln

Gln

Wval

Ser
158

Leu

Pro Hia
205

220

Leu Gly

Phe

Leuw

Ser

Asp
Lys
Fro
Pro
&0

Ile
Ser
Ala
Ala
Ala
140

Glu

Leuw

Arg His Arg

15

Ser Ila Met
g

Pro Pro Arg

45

Lys Pro Ala

Asn Tyr Asp

3ln Ala Ser

35

Fro Ala Pro
110

Pro Ala Pro

125

PFro Pro Ala

Ala Leu Leu

Gly hsn Ser

130

Ser

74

Thr Thr
val Thr
Ala Fro

Ser Ile

255

175

Fhe

Glu

Gly

Gly

240

Ala

Tie

Lys

Arg

Glu

B0

Ala

Ala

Val

Pro

Gln
160

Thr



10

15

20

25

tcgagagaca agggttcaat gcacttgtcc aatg 34

<210> 19
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> elemento de respuesta a GAL4

<400> 19

ggagtactgt cctccgage 19

<210> 20
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 2x elemento de respuesta a LexAop

<400> 20

ctgctgtata taaaaccagt ggttatatgt acagta 36

<210> 21
<211> 1054
<212> ADN

<213> Choristoneura fumiferana

<400> 21
cckgagtgeg

aaggagaagg
atgcagtgtyg
ctotccgaca
cagcagttee
gaagatttga
gacactcceot
ttcgcgaagg
aaggcttgeot
gacagtgtte
atggcctacg
gacaacatcec
gagcagccge
atecctgaace
atectckctg
ctcaagaaca
cacacccaac

atcgococgatg

<210> 22
<211> 309
<212> ADN

tagtacccga
acaaactgce
aacctccace
agctgttgga
ttaktcgcecag
agaggattac
toccgoccagat
gattgccagg
caagtgaggt
tgttegegaa
tcatcgagga
attacgcgct
aactggtgga
agectgagegg
agctacgrac
gaaagctgce
cgoogoctat

ccgogtcogg

<213> Virus del simio 40

<400> 22

gactcagtge
tgtcagcacg
tocctgaagca
gacaaaccgy
geteoatotgg
gcagacgtgg
cacagagatg
gttcgocaag
aatgatgcte
caaccaagcg
tetacktgecac
goctocacggcot
agaaatccag
gtcggegegt
gcteoggeatg
gecEtktcoctc
ccbogagtoc

cocgogetget

ES 2422303 T3

gecatgaage
acgacggtgg
gcaaggatkc
cagaaaaaca
taccaggacg
cagcaagcgg
actatcctca
atctcgcage
cgagtecgege
tacactcgeog
ttotgoeggt
gtcgtcatet
cggtactacc
tegtecgtoa
caaaactcca
gaggagatct
cccacgaake

ctga

ggaaagagaa
acgaccacakt
acgaagtggt
tccoccagtt
ggtacgaqca
acgatgaaaa
cggtccaact
ctgatcaaat
gacgatacga
acaactaccg
gecatgtacte
LLLctgaccg
tgaatacgect
tatacggcaa
acatgktgcat
gggatgtgge

tctageccect

75

gaaageacag
googoocatt
cccaaggttt
gacagccaac
gecttctgat
egaagagtct
tatcgtggag
tacgctgett
tgcggeoctea
caaggctgge
tatggcgttg
gocagggttg
cocgcatctat
gatcecteotea
cteccctoaag
ggacatgteg

gegcgeacge

&0

120

1840

240

300

3s0

420

480

540

G500

660

T20

T80

a40

500

960

1020

1054



10

15

20

ggtgtggaaa
agktcagcaac
Cgcatctcaa
ctocogoccag
aggcogaggeo

gcctagget

<210> 23
<211> 635
<212> ADN

gtcoocagge
caggtgtgga
ttagtcagea
ttococgoocat

cgocteggos

<213> Locusta migratoria

<400> 23

tgcatacaga
cagaaaacca
ccctacctet
cagcattttc
cagtgcatcg
cagaactggt
gatctgttat
ttctacgtga
aaccaggaag
agtgtttgga

tgatggagat

<210> 24
<211>24
<212> ADN

catgcctgtt
agtggaatat
ggaggaccag
acatcgatct
aaattctgcc
agcaaagatg
tcttttcaat
aaaagtatat
atttgcaaaa
gcatttgttt

gcttgaatca

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2422303 T3

gaacgcatac
gagctggtgg
gttecteceee
gtagatgtta
catcaagetg
agagaaatga
ccagaggtga
geecgetttgg
cttttgette
ttetttegece

ccttctgatt

<223> Promotor minimo de E1b sintético

<400> 24

tatataatgg atccccgggt accg 24

<210> 25
<211> 1653
<212> ADN

<213> Photinus pyralis

<400> 25

tcoccagoag goagaagtat gcaaagcatg
aagtceocococag gocococcage aggoagaagt
ﬂccatagEnp_Fgccc;taaQ tcogoccate
bEctocgocoe atggotgact aattbtEbtt

Lctgagctat tccagaagta gtgaggaggco

ttgaagctga
agtgggctaa
tcagagcagg
aagatggcat
gagtcggcac
aaatggataa
ggggtttgaa
aagaatatac
gtectgectte
ttattggaga

cataa

76

catctcaatt
atgcaaagca
cogococtaa
atktatgcag

ttttttggag

aaaacgagtg
acacatcccg
ttggaatgaa
agtacttgce
aatatttgac
aactgaactt
atccgecccag
tagaacaaca
tttacgttece

tgttccaatt

&0

120
180
240
300

iog

gagtgcaaag
cacttcacat
ctgctaattg
actggtctca
agagtfttga
ggctgcttge
gaagttgaac
catcccgatg
ataggcctta

gatacgttce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

635



atggaagacg ccaaaaacat
accgctggag agcaactgca
gcttttacag atgcacatat
'gﬁﬁcégtﬁgé_cagaégciat
tgcagtgaaa actctcttca

gcagttgcge ccgcgaacga

ES 2422303 T3

aaagaaaggc
taaggctatg

cgaggtgaac

gaaacgatat

attctttatg

catttataat

ccggcgccat
aagagatacg

atcacgtacg

gggctgaata

ccggtgttgg

gaacgtgaat

tctatcectct
ccekggttcce

cggaatactt

caaatcacag

gcgegttatt

tgctcaacag

tcgocageocta
daaaaattac
Ettcagtoga
tttgtaccag
cctactgggt
catgccagag
gtteocattee
cgagtogtet
aaaattcaaa
atkbgacaaat
aaagaagteg
gggctcactg
gcggtoggta
acgctgggeg
tatgtaaaca
ggagacatag
ctaattaaat
caccccaaca
ccogecgecg
tacgtcogcca
gaagtaccga

aaggccaaga

<210> 26
<211> 541
<212> PRT

ccgtagtgte
caataatcca
tgtacacgtk
agtcoctbtga
tacctaaggg
atcctatttt
ateoacggtee
taatgtatag
gtgegttgot
acgatttatc
gggaagcggt
agactacate
aagttgttec
ttaatcagag
atcoggaago
cttactggga
acaaaggata
tcttogacge
ttgttgtttt
gtcaagtaac
aaggtcttac

agggcggaaa

cgtttccaaa
gaaaattatt
cgtcacatct
tcgtgacaaa
tgtggococtt
tggcaatcaa
tggaatgtkck
atttgaagaa
agtaccaacc
taatttacac
tgcaaaacge
agctattetg
attttbttgaa
aggcgaatta
gaccaacgee
cgaagacgaa
tcaggtggeoe
gggcgtggea
ggagcacgga
aaccgcgaaa
cggaaaactec

gtcocaaattg

<213> Choristoneura fumiferana

<400> 26

aaggggttge
atcatggatt
caktegtaccte
acaakttgcac
cogcatagaa
atcattcocgg
actacactog
gagctgtttk
chattttcak
gaaattgeet
ttocecakctte
attacacccg
gcgaaggtbyg
tgtgtcagag
ttgattgaca
cacttcttca
coegetgaat
ggkcttocoog
aagacgatga
aagttgogeg
gacgcaagaa

taa

aasaaattet
ctaaaacgga
coggttttaa
tgataatgaa
ctgococtgeogt
atactgcgat
gataktktgat
tacgatccct
totbocgocaa
ctgggggege
cagggatacg
agggggatga
tggatctgga
gacctatgat
aggatggatg
tagttgaccg
tggaatcgat
acgatgacgc
cggaaaaaga
gaggagttagt

aAaatcagaga

77

gaacgtgcaa
ttaccaggga
tgaatacgat
tteckctgga
cagattceteg
tttaagtgtt
atgtggatct
tcaggattac
aagcactctg
acctctttcg
acaaggatat
taaaceggge
taccgggaaa
catgtceggt
gctacattot
cttgaagtct
attgttacaa
cggtgaactt
gatcgtggak
gtttgtggac

gatcctcata

agaggatgga
tggaacaatt
cgaaatgtce
aatcgtegta
tatcggagtt
tatgaacatt

420
480
540
600
660
720
-1
840
F00
9560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1653

60

120

180

240

300

360



ES 2422303 T3

Met Arg Arg Arg Trp Ser Asn Asn Gly Gly Phe Gln Thr Leu Arg Met
1 S 10 15

Leu Glu Glu Ser Ser Ser Glu Val Thr Ser Ser Ser Ala Leu Gly Leu
20 25 30

Pro Ala Ala Met Val Met Ser Pro Glu Ser Leu Ala Ser Pro Glu Tyr

78



Gly

Ala

55

Thr

Lys

Ala

Lys

Gly

145

Cys

Cys

Cya

Glu

Lys

225

Asp

Ala

Leu

Gly

50

Gln

Gln

Ser

Ser

Lys

130

hap

L}"l

Lys

aln

Cys

210

Ala

Aap

Ala

Glu

s

Leu

Ser

Pro

Glu

Ser

115

aly

RArg

Gly

Phe

Glu

135

Val

Gln

His

Thr
27%

Glu

Leu

Leu

Ran

100

Ile

Pro

ARla

Phe

Gly

180

Cya

val

Lys

Met

Ile

2580

hsn

Lizu

Leu

Pro

Glu

han

Ala

Ser

Phe

165

His

Arg

Pro

Glu

Pro

245

His

Trp

Gly

70

Ser

Ser

Gly

Pro

Gly

150

AT g

Ala

Leu

Glu

Lys

230

Fro

Glu

Gla

Gly

55

ABn

Met

Ile

Cys

135

TYE

Arg

Cys

Lysa

Thr

215

ABp

Ile

al

Ly#

40

Tyr

Bro

Ser

Ser

120

Gl

His

Ser

Glu

Lya

200

Gln

Lys

Met

Val

Asn
280

ES 2422303 T3

hap

Cys

Leu

Ser

105

Thr

Q@ln

Tyr

Val

Met

185

Cys

Leu

Gln

Pro

265

Ile

Asp

Thr

Fro
20

Gly

Asp

Glu

Aan

Thr

170

Rap

Ala

Pro

Cya

250

Arg

Fro

aly

Mek

5

Mat

Arg

Gly

Qlu

Ala

155

Lys

Mek

Ala

Met

val

2158

Glu

FPhe

ala

Leu
&0

Gln
Fro
Glu
Glu
Leau
140
Leau
Asn
Tyr
Val
Lyas
220

Ser

Fro

79

45

Ser Tyr

Gln Gln

Pro Thr

Glu Leu
110

hla Arg
125

Cys Leu

Thr Cys

Ala val

Met Arg
190

Gly Met
205

Arg Lys

Thr Thr

Fra Pro

Ser Asp

270

Thr Ala
285

Aan

Gln

Thr

95

Ber

Arg

Val

Glu

Tyr

175

Arg

Arg

Glu

Thr

Pra

255

Lys

Aan

Thr

Gln

aa

Fro

Fro

Gln

Cys

Gly

150

Ile

Lys

Pro

Lys

Val

240

Glu

Leu

Gla



Gln Phe
290

Pro Ser
o5

ASp ASp

Pro Gly

Ala Cys
370

Ala Ala
188

Asp Asn

His Phe

Ala Leu

Gln Pro
450

Arg Ile
465

Ila Tyr

Met Gln

Leu Pro

Thr Gln
530

<210> 27
<211> 1623
<212> ADN

Leu

hap

Glu

Ile

Phe

155

Ser

Ser

TyE

Cysa

Lau

415

Gln

TyE

Gly

Asn

Pro

515

Pro

Ile

Glu

Asn

Leu

340

Ala

Ser

Aap

Arg

Arg

420

Thr

Ile

Lys

Ser

500

Phe

Pro

Ala

Asp

Glu

jas

Thr

Lys

Glu

Ser

Lya

405

cys

Ala

Val

Leu

Ile

485

Aan

Leu

Fro

Arg

310

Glu

Val

Ile

Val

Val

130

Ala

Met

Val

Glu

Asn

470

Leu

Met

Glu

Ile

<213> Choristoneura fumiferana

<400> 27

Leu

295

Lys

Ser

Gln

5er

Met

375

Leu

Gly

Tyr

val

Glu

455

Gln

Ser

clu

Leu
535

Ile

hrg

Asp

Leu

Gln

160

Met

Phe

Met

Ser

Ile

440

Ile

Leu

Ile

Ile

Ile

520

Glu

ES 2422303 T3

Trp Tyr

Ile Thr

Thr Pro
330

Ile val
345

Pro Asp

Leu Arg

hla Asn

Ala Tyr

Met Ala
425

Phe Ser

Gln Arg

Ser Gly

Leu Ser
490

Ser Leu
S0% )

Trp hsp

Ser Pro

Gln

Gln

ils

FPhe

Glu

Gln

Val

Asn

33s

Val

Leu

Asp

Tyr

Ser

475

Glu

Lya

val

Thr

80

Asp

g0

Thr

Arg

Phe

Ile

Ala

iso

Glm

Ile

Asp

Arg

460

Ala

Leu

Leu

Ala

ABn
540

Gly

Trp

Gln

Ala

Thr

365

Arg

Ala

Glu

ARan

Pro

445

Leu

hrg_

Lysa

Asp
525

Leu

Tyr

Gln

Ile

Lysa

350

Lew

Arg

Tyr

ABp

Ile

4390

Gly

Aan

Ser

Thr

Asn

510

Met

Glu

Gln

Thr
33s

Cly

Leu

TyT

Thr

Leu

418

His

Leu

Thr

Ser

Leu
495

Arg

Ser

Gln

Ala
320

Glu

Leu

Lya

hap

Axrg

400

Leu

Tyr

Glu

Leu

Val

480

Gly

Lya

His



atgagacgee
tcgtocgaag
gagtcgctog
tcatacaaca
acgcageecge
gagtctattt
acagatggcg
tgtctggtat
tgtaaagggt
cacgcttgog
tgecttagetg
cggaaagaga
gacgaccaca
cacgaagtgg
atcoccoccagt
gggtacgage
gacgatgaaa
acggtocaac
cctgatcaaa
cgacgatacg
gacaactace
tgcatgtact
ttktctgace
ctgaatacgc

atatacggca

gctggtecaa
tgacgtogte
cctogocaga
cggegeagte
Egocogtogat
cctoaggoey
aggcacgacyg
goggggacag
tcttcagacg
aaatggacat
taggcatgag
agaaagcaca
tgocogoocat
tcccaaggtb
tgacagccaa
agocttotga
acgaagagkc
ttatcgtgga
ttacgcrgct
atgcggccteo
geaaggectgg
ctatggegtt
ggccagggtt
tccgeaktcta

agatcectcto

caacgggggc
ctocagctotyg
gtacggcggg
cttgctggge
gecgttgect
tgaggaactg
tcagaagaag
agcctoogga
gagtgttacc
gtacatgega
geeckgagtge
gaaggagaag
tatgcagtgt
tctoctocogac
ccagcagtte
tgaagatttg
tgacactccco
gttcgcgaag
taaggcttge
agacagtgtt
catggeoctac
ggacaacate
ggagcageeyg
tatcctgaac

aatcctetet

ES 2422303 T3

ttecagacge
ggtotgocgy
ctcgagctct
aatacttgca
atgecgoocga
tcgocagebt
ggcectgogc
taccactaca
aaaaatgcgg
cggaaatgec
gtagtaccecg
gacaaactge
gaacctocac
aagctgttgg
cttatcgeca
aagaggatta
ttococgooaga
ggattgccocag
tcaagtgagg
ctgttcgoga
gtcatcgagg
cattacgcge
caactggtgyg
cagctgageg

gagetacgea

Egogaatget
ccgogatggt
ggggatacga
cgatgocagea
ccaggecgaa
:aagﬁatnal
cccgtocagea
atgocgotcac
tttatatttg
aggagtgecyg
agactcagtg
ctgtcagcac
ctectgaage
agacaaaccyg
ggctcatctg
cgcagacgtyg
tcacagagat
ggttocgocaa
taatgatget
acaaccaagc
atctactgea
tgctocacgge
aagaaaktcca
ggtcggogeg

egcteggeat

cgaggagagce
tatgktctoog
cgatgggttg
gcagcaacag
gtctgaaaac
tgggtgcagt
agaggaactg
gtgtgaaggg
taaattcggt
cckgaagaag
cgccatgaag
gacgacggtg
agcaaggatt
gcagaaaaac
gtaccaggac
gcagcaagcg
gactatcctce
gaktctcgcag
ceogagtegeg
gtacactege
ctrtetgoogg
tgtcgtcatc
gcggtactac
ttogtocogte

gcaaaactecc

aacatgtgca tctecctcaa gotcaagaac agaaagcotge cgoctttect cgaggagatc

tgggatgtgg cggacakgte goacacccaa cogecgocta tcoctogagte ceccacgaat

cte

<210> 28

<211> 702

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Promotor de IE1 de baculovirus
<400> 28

81

&0
120
180
240
300
60
420
480
540
600
660
720
il
840
200
960

10290
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1623



ccocgggecag
tatcgatgte
cgttgeoccga
gcgctagcat
aaatgtgceca
tgtacttgtt
cgtacgetec
gcogactgtt
gakgttctat
taaaagaaat
atattgttte

atagaattca

<210> 29
<211> 3157
<212> ADN

ttgcacaaca
tttgtgatgo
cattatcatt
gcccgtaacy
cacttgcage
gtatgcaaat
tcgtgttccg
ttegtatoccg
atctaatttg
attgttatcg
agttgcaagt

ctcgaggoka

<213> Escherichia coli

<400> 29
atggggggtt

atgggtcggg
ccogbegttet
gcagcacate
toccaacagt
gcggtgocgyg

tcaaactgge

ctcatcatca
atctgtacga
tacaacgtcg
ccocctttege
Egégeageoet
aaagctggect

agatgcacgg

ctattatcga
gogogacatt
aaatccttgg
gacctogtac
cctgecaktgtg
aaatcteogat
ttcaaggacg
ctcaccaaac
aataaataaa
tgttogocat
tgacacktggc

gcataagatce

tcatcatcat
cgatgacgat
tgactgggaa
cagctggegt
gaatggcgaa
ggagtgcgat

ttacgatgecg

ES 2 422

tttgeoagttc
tttgtaggtt
cgtagaattt
ttttggette
tgegegttac
aaaggcgcgg
gtgttatcga
gogtttttge
cgataacege
tagggcagta
ggcogacaaga

taagctagcg

ggtaktggcta
aaggtaccta
aaccctggeg
aatagcgaag
tggcgetttg
cttococtgagg

coccatctaca

303 T3

gggacataaa
attgataaaa
gtegggtcea
aaaggttttg
cacaaatceoco
cgcgegaatg
cctcagatta
attaacattg
gttggettta
taaattgacg
tcgtgaacaa

cc

gcatgactgyg
aggatcaget
ttacccaackt
aggecocgeac
cctggtttec
cocgatactgt

ccaacgtaac

82

tgttkbaaata
tgaacggata
ttgtcogtgt
cgcacagaca
aaecggogeoag
cagctgatca
atgtttateg
tatgtcggog
gagggeataa
ttcatgttgg

ccaagtgact

tggacagcaa
tggagttgat
taatcgockt
cgategoeet
ggcaccagaa
cgtegtoeoe

ctatccecatt

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

680

702

&0

120

180

240

109

360

420



acggtcaate
aatgttgatg
tcggegttte
cocgbctgaat
gtgctgogtt
attttcocgtg
goocacteget
ggcgagttge
gccagocggca
cgegtcacac
ctetategty
tgogatgteg
cocgttgotga
gatgagcaga
cgctgttege
tatgtggtgg
gatgateege
cgtaatcacc
cacgacgogo
g9gcggcggag
gaagaccage
fgagagacgc
ggtttogota
tgggactggg
tacggcoggtg
ttkbgoegace

cagttoogtt

gataar.:ga.gi:

gtgcetetgy
ccggagagceg

tggtcagaag

egecgttegt
aaagctggck
atctgtggtg
tcgacctgag
ggagtgacgg
acgtctogth
ttaatgatga
gtgactacct
ccgcgecktl
tacgtoctgaa
cggtggttga
gtttocogoga
ttegaggcgt
cgatggtgeca
attatccgaa
atgaagccaa
gekggotace
cgagtgtgat
tgtatcgctg
ccgacaccac
cottecogge
geeccgetgat
aatactggca
tggatcagtec
attttggoga
gcacgeoogca
tat¢ogggoa
tEQFgcqgtg
atgtegetes
cogggoaact

cocgggeacat

teccacggag
acaggaaggc
caacgggoge
cgcattttta
cagttatctg
gctgcataaa
tttcagecoge
acgggtaaca
cggeggtgaa
cgtogaaaac
actgcoacaco
ggtgcggatt
taacogtoac
ggatatcctg
ccatcogekg
cattgaaacc
ggcgakgage
catctggtcg
gatcaaatct
ggccaccgat
tgtgoccgaaa
cekttgegaa
ggegtttogt
gctgattaaa
tacgccgaac
tocagogetyg
aaccatcgaa
gatggtggcg
acaaggtaaa
ctggetcaca

cagogoctgyg

ES 2422303 T3

aatecgacgg
cagacgcgaa
tgggroggtt
cgecgecggag
gaagatcagg
ccgactacac
gctgtactgg
gtttocttbtat
attategatg
ccgaaactgt
goccgacggca
gaaaatggte
gagcatcate
ctgatgaage
tggtacacgc
cacggcatgg
gaacgogtaa
ctggggaatyg
gtogatcctt
artatttgee
tggteecatea
tacgoocacy
cagtatcooeo
tatgatgaaa
gatecgccagt
acggaagcad
gtgaccageg
ctggatggta
cagttgattyg
gtacgcgtag

cagcagtgge

gttgttacte
trattttega
acggocagga
aaaaccgoct
atatgtggog
aaatcagcga
aggcotgaagt
ggcagggtga
agogtggtgg
ggagegccga
cgcbgattga
tgotgekget
ctctgoatgg
dgadcaactt
tgtgogacog
tgccaatgaa
cgogaatggt
aatcaggcca
coegoccggt
egacgtacge
aaaaatgget
cgatgggtaa
gtttacaggg
acggcaaccc
toctgbatgaa
aacaccagca
aatacctgtt
agcogctggo
aactgectga
tgcaacogaa

gtectggogga

83

geteacattt
tggegttaac
cagtegtittg
cgeggtgatyg
gatgagcggc
tttcocatgte
tcagatgtge
aacgcaggtc
ttakgecgat
aatcccgaat
agcagaageoe
gaacggcaag
tcaggteatg
taacgcogtg
ctacggectg
togtotgace
geagegogat
cggcgctaat
gcagtatgaa
gcgegtggat
ttcgotacet
cagtotkgge
cggeottegtc
gtggtecggct
cggtoctggte
goagttotte
ccgteatage
aagcggtgaa
actaccgoag
cgcgaccgca

adaacctecagt

480

540

660

720

T80

Ba0

500

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1580

2040

2100

2160

2220

2280



gtgacgctcc
tgcatcgagc
atgtggattyg
cogctggata
gaacgctgga
gatacacttg
accttattta
gttgatgttg
ctggogeagg
gacegectta
ccgtacgtekt
ccacaccagt
atggaaacca
ggtttccata

cagectgageg

<210> 30
<211> 4375
<212> ADN

cogoogogte
tgagtaataa
gtgataaaaa
acgacattgg
aggcggoggg
ctgatgeggt
tcagooggaa
aagtggcgag
tagcagageg
etgecgeekg
tcecgagoga
ggcgoggega
gocatcgeoca
tggggattgg

ceggtogeta

cocacgcocake
gcgttggcaa
acaactgekg
cgtaagtgaa
ccattaccag
gectgattacg
aacctaccgg
cgaktacaccqg
ggtaaactgg
ttttgacege
aaacgétctg
cttecagtte
tctgoctgeoac
tggcgacgac

ccattaccag

<213> Choristoneura fumiferana

<400> 30

ES 2422303 T3

cggoatoctga
tttaaccgoc
acgccgekge
gcgaccogea
gccgaagcag
accgeotecacyg
attgatggta
catcocggege
ctcggattag
tgggatetge
Egctgﬂggga
aacatcagee
gcggaagaag
tococtggagoc

ttggret

coaccageoga
agtcaggett
gcgatcagte
tEtgaccctaa
cgttgttgea
cgtggcagea
gtggktcaaat
ggattggect
ggccgcaaga
cattgtecaga
cgcgegaatt
gctacagtea
gcacatgget

cgtcagtatc

aatggatktt
tctitcacag
caccogkbgea
cgoctgggte
gtgcacggca
tcaggggaaa
ggeogattace
gaactgoccag
aaactatccc
catgtatacec
gaattatgge
acagcaackg
gaatatcgac

ggcggaatta

tgtaattttg
aaaaaaaaaa
gaatattaga
gtttgttgga
ttcgtggtca
atcaactggg
ccggcagcca

actgtcgatt

atgtcaccte

acttcgcegc
ctatgctcta

ggatgcaagg

atgggcgccg
aaaaaaaaat
cgtcataatt
cgtgogettg
tgtcaagtgt
cgcggeegge
tgctgcagca
gctegetega
ctgagatgaa
cfaaeéécaa
tatgcggega

gtttcttcaa

tgatgcaccg
atcagttgtc
cacgagtgtc
cgtttagtgg
ggcgaagaaa
gccgecagge
gctccocgacg
tatgcagtgg
accagacacc
gaactacceg
cagggcgret

gcggaccgtco

tgtgccatat
ttgtececteg
Ctttaaattt
agtgcaggga
gacaagccga
ccgocgcagce
cagtecaatge
cttaatttag
geccatgettg
cctaatcacce

gggaagcact

cggaaggacc

84

tgccatccag
ctegettteg
atatagcgat
tagtgaggcg
cgatgtcggt
cgcagtecage
agtcgttaaa
aacctggatt
atgggctacg
ccctgagtgg
atggggtgta

tgtcgtacge

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2780
2820
2880
25940
3000
3060
3120

3157

tcgaatagaa
agtgtattecg
tagcggggcec
agrtatggtag
gacggcgctg
gtcgectgeg
ccacatecca
catgtcgecet
agacgacgec
ctccaaacac
cagttgcgaa

ttgccgggag

60

120

180

240

00

380

420

480

540

600

660

720



gagcggaact
aagtgtttgg
cgoggcgcag
gagcgcctaa
cgegtggggc
caaataggca
gggcagetag
ctetkogeca
ggaacgogga
cgcaactcgg
agtctgaaga
gtgctgeotea
gaaaaaatgt
eggttbgegt
gaacacctct
gogetocgaa
gococtgocoga
ggacttaact
gtogatcaaa
tgottctgat
aagtgtaagt
attaattaat
Ettttcatgt
tcakccaaat
tatceceege
gggaggcaga
tgaaakttatt
ttgtaacgat
tggoctggtoc

tttttatege

gcatcataga
cttgoggtat
aggatgegea
cggagatgga
ctgacagcaa
acaagcaaat
agotggacga
tegectggeg
graccackea
cgcagcagge
tgogcacctt
accctgatcgt
totottgoct
cctbgeotget
acttcttecca
accacgogoc
tgtgagaaga
tgggactate
cLEttttata
agttEctatte
ggaagttgac
cacaagtaag
caagaaactc
gtgacccagt
tatctcatga
atctecgata
tttattaagt
aactctatkte
aggtgcttgg

aatctgtata

caagcgacaa
gaagcgagag
ceogagtage
gtctttggtg
cgtgecteca
agcggogttg
tcaagtggta
ctctatggag
gcencaacfg
gg9g9egtgggc
gogcatggac
gaaaggactg
ggacgactae
gcggetgoca
ecteoghggee
tccgatcgac
actatggcta
attaaagtat
aacgaattga
ctaatggktta
aaccttgaca
actaacatca
attgrreega
ttoccocgoaga
aattoccaagg
atctacgact

cgocacttkbc

‘atttctgata

tagttacata

aaattgagtt

ES 2422303 T3

aggaaccgat
gcggtgcaag
teggtgcagg
geagateccca
cgttaccgeg
gtggtatagg
ctcatcaagg
tatttggaag
atgtgtctea
gecatctteg
caggccgage
aagaatcgge
tgecggoggt
goEctoogek
gaaggctoca
gtcaatgeoeca
atagaagcga
cacgcaaact
gtttctaacg
agatgoetta
tttataktcac
acgtcacgat
taaaatattt
gttgccogktg
atcagtaggg
ategttagee
caaacacate
tttatcgaaa
tgtatctacg

atcttactte

gccagtactg
aggagcgcca
taagcgatga
gogaggagte
cgocogtcte
cgogogacat
cctocctggaa
atgagaggga
tgcetggeak
accgogtack
acgtcgegek
aagaagttga
cgogaageaa
ccatetegek
tcagcggata
tgatgtaaag
aactgaatac
atgcgtagee
actgcaacac
cacgggeatt
gtttgtaatt
actaacgcca
ttetaattac
taaaatcatec
gocaattoce
Ea:ganttag
agcagggtakt
ttttatctta
gtttgrttta

acactacgat

85

ccgctatcaa
gaggaatgct
gctgtocaakc
ccagttocks
ctoocototge
cootcatttc
tgagctgota
gaacggggac
gacgttgcac
gtocogagote
caaagccate
cgttttgoga
£gaggaagge
caagagctte
catacgagag
tgocgatacac
atctagggtyg
agaaagtogo
agocggagtket
attgacacees
ggttaaataa
tttagtgata
toccagtgaac
tttagggaca
ccgatgkgtt
ccgaaktkttte
atgtgoaaktt
cataacatge
aatt;:agct

cgagtaaace

780

g40

200

560

1020

1080

1140

1200

12&0

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



catcgtcage
cagcaacgag
agctgtegte
ctgatctete
attttagact
aacgagtaag
tgagaagtag
aatctattta
atgggtttac
gtaatteggt
cagacgbtte
aacattcgto
attacgtage
tctakttgke
gtaggtaatt
actgagacgt
acogtoacgt
ttcgttacat
aatcttgaaa
aatacttogt
attatttaat
ttatttttgt
caactaacca
aaaaatgaaa
gtctcataaa
cggcaagcotc
tttggtattg
goebgttgaaa
ctniéét;gg
atgatgtktca

taagatgaag

<210> 31
<211> 1878
<212> ADN

tacgaaaaac
gaccacctca
gttacgacat
atgctoteoge
aggogtetat
goggeatgtt
agacaataca
tggattbcaa
ctaacactgg
gctaatatcg
Ccoaageagac
ggataagtgt
cgtaaaatta
gagktacctag
ataaagttta
cgtagetbat
agtatatgat
atgteggtbge
ctgtottaga
aatcataata
ggtggootac
acctcataca
gtattaaaaa
aatctggogt
cgtttagtct
accgagttaa
aaattatgac
ataatggaat
g;ltglat:c
ctaaatatct

gtgattaaac

taatcgtata
gtectegtge
tagataaagt
tgegtgggac
gecttcagtaa
gagatcageoa
ctgattttct
aatggogatg
atattgttit
accggbttgt
aacgeoaagag
aacagttgat
tkaacgtatk
atgtocatag
ccaaatctet
tetgattoac
tatttacaaa
tctaacgtgs
aaatatttga
attatgtatt
gaaagtgatt
tactaattac
ttaaaagact
ataataggta
ttaatgagaa
ctcogtaaaca
taaccatgeg
taggtaatta
tatgttggaa
gactaaatgt

Lctatcctta

<213> Drosophila melanogaster

<400> 31
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aggcgtaaga
ttacattgtyg
gcatgaatac
cegtgtegag
ttccttatac
ttocogagagt
gagatgaacyg
cttgattgte
tattagtraa
taactatcta
tgtacaaaat
aggtaaagaa
tagtttagak
tgaatktaata
cttcaaagca
gaaatatctyg
tgacacgtat
atttcgatgt
tttoccttatt
gtgtagttat
ataaccatece
gtaagtaata
tcgtoctaat
asattaaact
acatgtttag
ggaatgttga
ctctatcgtt
ctgqat:nnt
gtgttgecage
aagttacttt

tcacaataaa

gtaaataact
cogtagotta
Caaaaatgta
tgtegtaagg
atattataag
caadgagoce
caaccgagat
tgcggcgtgg
tagtcttaca
acggttocca
gracacgtta
aatggggccog
gttcagetaa
taataattag
aaaactttgt
gatcacattg
gtatcaatge
gcagattaaa
gaaagttatt
ttcaccttta
gegtecteaa
tcaggogaak
aaaatgtaat
agattgttaa
togoctacta
aaaagatgac
tgttatggat
gttgaaaact
ggttgtaaag
tttttgtata

ddadadadada

86

aattgacaac
atatgatgga
ccatoccogta
actgactaat
tcatccaaat
ctaacgtgac
tgacactaaa
atagackgaa
ttgoaagttg
gtgtcaggea
caaaataaqgg
coctetttatt
ttaggataat
actgttacge
acacttcogt
ttacaaggeg
tataagtgtt
aatagcaaga
tttaaatgta
cggttgggat
aaaggccagt
ggttgactaa
atctatgtat
tgaatgtgat
taagacgaga
acaatttata
gcatagtatk
tgatattatt
atgatttata
gacatagctt

ddada

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2240
3000
060
jlzo
3leo0
3240
3300
33150
3420
3480
3540
300
A660
3720
iT80
3g40
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320

4375
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ggacctgege cacgggtgca agaggagetg tgoctggttt geoggegacag ggoctoeogge &0
taccactaca acgccctcac ctgtgaggge tgcaaggggt tottbtcgacg cagogttacg 120
aagagocgcog totactgotg caagtteoggg cgogoctgog aaatggacat gtacatgagg 180
cgaaagtgtc aggagtgccyg cctgaaaaag tgoctggccg tgggtatgog gocggaatge 240
gtcgtcccgg agaaccaatg tgogatgaag cggogogaaa agaaggocca gaaggagaag 100
gacaaaatga ccacttcgec gagctctcag catggeggca atggcagett ggoctctggt 160
ggcggccaag actttgttaa gaaggagatt cttgacctta tgacatgcoga gocgecccag 4249
catgccacta ttococgctact acctgatgaa atattggoca agtgtcaagce gogcoaatata 480
cocttecttaa cgtacaatca gbttggocogtt atatacaagt taatttggta ccaggatgge 540
tatgagcagc catctgaaga ggatctcagg cgtataabga gtcaaccoga tgagaacgag 600
agccaaacgg acgtcagckt tcggcratata accgagataa ccatactcac ggtccagteg 660
attgttgagt ttgctaaagg tctaccagcg tttacaaaga taccccagga ggaccagatce 720
acgttactaa aggcocktgctbc gtcggaggtg atgatgcoctge gtatggeacg acgctatgac 780
cacagctcgg actcaatatt cttogogaat aatagatcat atacgoggga ttcttacaaa 840
atggecggaa tggotgataa cattgaagac ctgotgcatt totgocgoca aatgttotog 900
atgaaggtgg acaacgtoga atacgogott ctcactgoca ttgtgatctt cteggaceogg 960
ccgggoctgy agaaggocca actagtcgaa gogatccaga gotactacat cgacacgcta 1020
cgcatttata tactcaaccyg ccactgogge gactcaatga goctogtcott ctacgoaaag 1080
ctgototega toctcaccga gotgogtacyg cbgggcaace agaacgcocga gatgtgttte 1140
tcactaaage tcaaaaaccg caaactgocc aagttocctcg aggagatctg ggacgttoat 1200
gocatccege catcgghbeoeca gteogoaccott cagattacec aggaggagaa cgagegtete 1260
gagcgggeotg agocgtatgog ggocateggtbt gggggogoca ttaccgoogg cattgattge 1320
gactctgoct ccacttogge ggoggoagoc goggoccagc atcagoctoa goctcagoce 1380
cagccccaac ccbcctccct gacccagaac gattcccage accagacaca gecgcagera 1440
_c;a;ctcagc taccacctea getgoaaggt caactgoaac cocagectoca accacagebt 1500
cagacgcaac tccagccaca gattcaacca cageocacage teckbccegt ctcogoteoce 1560
gtgcccgect c¢gtaaccge acctggttco ttgtocgogg tcagtacgag cagogaatac 1820
atgggcggaa gtgoggocat Aggacccatc acgocggcaa ccaccagoag tatcacgget 1680
gcegttaccg ctagetecac cacatcagog gtaccgatgg goaacggagt tggagtoggt 1740
gttggggtgg goggcaacgt cagcatgtat gogaacgoce agacggogat ggeoceetgatg 1800
ggtgtagcco tgcattogoa ccaagagcag cttatcgggg gagtggoggt taagkcggag las0
cactcgacga ctgcatag lava

<210> 32

<211> 878

<212> PRT

<213> Drosophila melanogaster

<400> 32
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Pro
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Eer

Val

Lau

T0

Ser

Ala

Thr

Gly

Thr
150

Gly

Asn

Thr

Pra

Cys
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285
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165

Lya

Ile

Ile

Gly

130

Gly

Asn

Aan

Gly

270

Gly

Phe

Glu

Val

Gln

is0

Gly

Glu

Pro

Pro

val

Val

Ser

Gly

Fro

255

Ala

Phe

Gly

Cys

Val

335

Lys

Asan

Ile

Ser
415

Val

Gly

Ila

Tyt

240

Ala

Ser

Fhe

Arg

Arg

2o

Pro

Glu

Gly

Leu

Leu

400

Leu



Thr
Gly
Pro
Glu
465
Leu

Lys

hep

Lieu
545
Glu
Leu
Wal
Gly
625

Lys

Tyr

Rep

450

Ile

Pro

Ala

His

Asp

530

Hia

Ala

Lys

Arg

Fhe

610

Asn

Leu

Asn

Glu

435

Glu

Thr

Ala

Cys

Ser

515

Ser

Phe

Leu

Ala

Ile
535

Tyr

Gln

Fro

Gln

420

Gln

ABR

Ile

Phe

Ser

500

Ser

Tyr

Cys

Leu

Gln
580

TyE

Ala

Aan

Lys

Leau

Pro

Glu

Leu

Thr

485

Ser

Asp

Lys

The

365

Leu

Ile

Lys

Ala

Phe
645

Ala

Ser

Ser

Thr
4T0
LyB
Glu
Ser
Met
Gln
550
Ala
Val
Leu
Leu
Glu
630

Leu

Val

Glu

Gln

455

Vval

Ile

Val

Ile

Ala

535

Mek

Ile

Glu

Asn

Leu

615

Met

Glu

Ile

Glu

440

Thr

Gln

Fro

Met

Fhe

520

Gly

FPhe

Val

Ala

Axg

600

Sar

Cys

dlu

ES 2422303 T3

Tyr Lys Leu

425

Asp

Asp

Leu

Gln

Met

508

Phe

Met

Ser

Ile

Ile

585

His

Ile

Fhe

Tle

Leu Arg

Val Ser

Ile Val
475

Glu Asp
490

Leu Arg

Ala Asn

Ala Asp

Met Lys
555

Phe Ser
570

Gln Ser

Cye Gly

Leu Thr

Ser Leu

635

Trp Asp
650

90

Ile

Arg

Phe

460

Glu

Gln

Het

Asn

Asn

540

val

Rap

hsp

Glu
620

Lys

Val

Ile

445

Pha

Ile

Ala

Arg

525

Ile

Asp

Arg

TYE

Ser

605

Leu

Leu

His

Tyr

430

Met

His

Rla

Thr

Arg

510

Ser

Glu

Asn

Pro

Ile

590

Met

Arg

Lys

Ala

Gln

Ser

Ile

Lys

Leu

435

Arg

Tyr

Asp

val

Gly

575

RBp

Ser

Thr

Ile
655

Asp

Gln

Gly
480

Lau

Leu

Glu

560

Leu

Thr

Leu

Leu

Arg
540

Fro



Pro

Leu

Ala

Ala

TO5

Thr

Pro

Ser

Tas

Gly

Ala

Gly

Ala

Ile
865

Ser

Glu

Gly

630

Gln

Gln

Fro

Gln

Val

770

Ala

Fro

Ser

val

Met

B0

Gly

<210> 33
<211> 1282

<212> ADN

val

5875

Ile

His

Asn

Fro

Thr

T55

Ser

Val

Ile

Ser

Gly

835

Ala

Gly

Gln
660

Ala

Aap

Gln

RAsp

Gln

740

Gln

Ala

Ser

Thr

Thr

az20

Val

Lew

Val

Ser

Glu

Cys

Pro

Ser

725

Leu

Leu

Fro

Thr

B05

Gly

Met

Ala

His

hrg

Rsp

Gln

710

Gla

Gln

Gln

Val

Ser

T90

Rla

Ser

Gly

Gly

Val
870

<213> Amblyomma americanum
<400> 33

Leu

Met

Ser

695

Pro

His

Gly

Pro

Fro

775

Ser

Thr

Rla

Asn

Val

B55

Lya

Gln

Arg

630

Ala

Gln

Gla

Gln

Gln

7680

Ala

Glu

Thr

Val

Val

840

Ala

Ser

ES 2422303 T3

Ile
665

Ala

Ser

Pro

Thr

Leu

745

Ile

Ser

TYE

Ser

Pro

815

Ser

Leu

alu

Thr

Ser

Thr

Gln

Gln

T30

Gln

Gln

Vval

Mat

Ser

810

Met

Mel

His

His

Gln Glu

Val Gly

Ser Ala
700

Fro Gln
7158

Pro Gln

Fro Gln

Pro Gln

Thr Ala
780

Gly Gly
795

Ila Thr

Gly hAsn

TYT Ala

Ser His
880

Ser Thr
878

91

Glu

aly

685

Ala

Fro

Leu

Leu

Fro

765

Pro

Ser

Ala

Gly

Asn

845

Gln

Thr

ABn
670

Ala

Ala

Ser

Gla

Gln

750

Gln

Gly

Ala

Ala

Val

230

Ala

Glu

Ala

Glu

Ile

Ala

Ser

Fro

T35

Pro

Leu

Ser

Ala

Val

315

Gly

Gln

Gln

Arg

Thr

Ala

Leu

T20

Gln

Gln

Leu

Leu

Ile

200

Thr

Val

Thr

Limu



cggcggaagt
tgegtegkge
aaggacaagg
atactgccga
gaaaagctee
gcogtoattte
ctcaaacgga
cggcacataa
ctgocageat
agcgaggtta
ttcgegaaca
atagaggacc
tacgecactce
ctggtogage
cacgogggcg
ctocgaacge
aaac tgﬂcac
goccocagatge
agtagtaacg
ccacatceoge
cacagtcagt

aatagcagta

<210> 34
<211> 560
<212> PRT

gccaggagtyg
cggagaacca
tgcaaacgaa
cccbgatgaa
tgcaggagaa
acaaactcat
taatgatcgg
cggaaatcac
ttaccaagat
tgatgttgeg
accggtocta
tgctgcactt
tcacggogat
acatccagag
atccgaagkg
cgggcaacca
ggktcctgga
acagccatgg
gtagtagtaa
atcegcacgg
tacagcaagt

gtgggggogt

ccggctcaag
gtgogocate
ggccaccgtc
atgtgatcca
taggctaaga
ctggtaccag
ttcacccaac
aatcctaaca
tcocacaggag
aatggccege
cacgagggac
ctgccggcag
agtcatctte
ctactacateo
cagtgtgata
gaactoggag
ggagatctgg
cacccagtcc
cggtaacagt
gcagcaatta
tcacgccaac

ag

<213> Amblyomma americanum

<400> 34

ES 2422303 T3

aagtgcctgg
aagcggaagg
agtacaacga
ccgocgcoace
aacatacctc
gacgggtacg
gaggaggaag
gtacaactaa
gaccagateca
cgctacgacg
tcctaccgga
atgtectece
tcggatogge
gacacgotge
ttegocaaac
atgtgcttet
gacgtccagg
tcgtocctcat
agtagtaata
acgccaaate

Fgcagocggaa

ccgtegggat
agaagaaage
acagcaccta
aagcgatace
tactgacgge
agcaacecte
atcaacatga
tcgtggagtt
cgeotgetgaa
ctgocacoga
tggcoggeat
tcacggtaga
ccggactgga
ggatctacat
tgetgtegat
cgcteaaget
acataccgecc
cgtococtocag
gtaatagtte
agcagcagea

grtggtggcgy

goggocggay
coagaaggag
ccggteggag
cctactaccg
gaaccaaatg
ggaggaagat
cgtgeactte
cgccaaggga
ggoctgotea
ttegatootg
ggsggacacyg
caacgtcgag
goaagoogaa
cotgaatagg
coctgacggag
gaagaacoge
ctcgatgcag
tagtagtagt
acagcacggg
tcagcagcoag

cagtaacaat

Met Leu Ser Glu Leu Glmn Leu Gln Pro Leu Gly Arg Arg Ser Ala Ala

1

3

10

15

Ala Ala Pro Ser Ser Asp Glu Val Ala Ser Met Lys Pro Met Leu Leu

20

25

g

92

&0

120

is8d

240

00

180

420

480

540

£00

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1282



Eln

Ala

Pro

Pro

Pro

Leu

Ser

Ser

145

Pha

Glu

Ala

L'}I' 2

Met

225

Ser

Ila

Thr

Ala

Leu

50

Ser

Fro

Ser

Asn

Ser

1340

Pro

Gly

Leu

Leu

hsn

210

Tyr

Val

Lys

Arg

Ala

Ser

Pro

Lya

Ser

Gly

11s

Tyr

Ser

Aap

Cya

Thr

1935

Ala

Met

Gly

Arg

Glu

Gln

Pro

Cys

Arg

Gln

100

Val

hsp

Ser

Leu

180

val

Arg

Met

Glu

260

Ser

Gly

val

Val

a5

Met

Ala

Thr

Gly

Lysa

165

Val

Glu

Arg

245

Ser

Pro

Gly

Leu

Gly

70

Arg

Ser

Asn

Tyr

aly

150

Lys

Cya

Gly

Gln

Lya

230

Fra

Lya

Ser

Ala

Fro

55

Gly

Gln

Val

Ser

S5er

135

aly

Lys

aly

cys

215

Cys

Glu

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

RBD

aly

Ser

120

Fro

aly

Lysa

Asp

Lys

200

Lye

Gln

Cys

His

ES 2422303 T3

aly

Val

Ala

Asp

Ser

105

Gly

Arg

Leu

aly

Arg

185

aly

TyT

Glu

Val

Gln

265

Met

Leu

Val

Ser

Ala

20

Leu

Leu

Gly

Asan

Pra

170

Ala

Ehe

Gly

Cya

Val
250

Lys

Ala

Ala

Lys

Gly

aly

Ser

Ser

Fro

aly

155

Ala

Ser

Pha

ABn

Arg

235

Pro

Asp

Pro

Val
&0

Asp

Ala

Pro

Fro

Cys

1a0

Tyr

Pro

aly

ABn

220

Leu

Glu

hrg

93

Gly

Glu

Gly

Trp

Fro

Val

125

Lys

Phe

Arg

Tyr

205

Cys

Lya

TYE

Pro

Ser

Ser

Fra

Gly

Ile

Fro

110

Ser

Glu

Val

Gln

His

130

Ser

hep

Lys

Gln

Asn

270

Wal

Fro

Arg

Pro

Ser

95

Prao

ABT

Glu

Asp

Gln

175

Ile

Ile

Cya

Cys

255

Ser

Gly

Leu

Val

BO

Ser

Leu

Met

Ser

160

Glu

Asn

n.P

Leu

240

Ala

Thr

Gly



ES 2422303 T3

275 280 285

Val Ser Pro Thr Ser Gln Pro Met Gly Gly Oly Oly Ser Ser Leu Gly
280 285 3o0

Ser Ser Asn His Glu Glu Asp Lys Lys Pro Val Val Leu Ser Pro Gly
305 310 ils 320

Val Lys Pro Leu Ser Ser Ser Gln Glu Asp Leu Ile Asn Lyvs Leu Val
iis iio 335

Tyr Tyr Gln CGln Glu Phe 8lu Ser Pro Ser Glu Glu Asp Mat Lya Lya
340 345 3is50

Thr Thr Pro Phe Pro Leu Gly Asp Ser Glu Glu Asp Asn Gln Arg Arg
355 150 365

FPhe Gln His Ile Thr Glu Ile Thr Ile Leu Thr Val Gln Leu Ile Val
170 175 380

Glu Phe Ser Lyas Arg Val Pro Gly Phe Asp Thr Leu Ala Arg Glu Asp
igs iso0 135 400

Gln Ile Thr Leu Leu Lys Ala Cya Ser Ser Glu Val Met Met Lesu Arg
405 410 415

Gly Ala Arg Lys Tyr Asp Val Lys Thr Asp Ser Ile Val Phe Rla Asn
420 425 430

Asn Gln Pro Tyr Thr Arg Asp Asn Tyr Arg Ser Ala Ser Val Gly Asp
435 440 445

Ser Ala Asp Ala Leu Phe Arg Phe Cys Arg Lys Met Cys Gln Leu Arg
450 455 460

Val Asp Asn Ala Glu Tyr Ala Leu Leu Thr Ala Ile Val Ile Phe Ser
465 470 475 480

Glu Arg Pro Ser Leu Val Asp Pro His Lys Val Glu Arg Ile Gln Glu
485 4590 435

Tyr Tyr Ile Glu Thr Leu Arg Met Tyr Ser Glu Asn His Arg Pro Pro
500 505 510

Gly Lys Asn Tyr Phe Ala Arg Leu Leu Ser Ile Leu Thr Glu Leu Arg
515 520 525

Thr Leu Gly Asn Met Asn Ala Glu Met Cys Phe Ser Leu Lys Val Gln
530 5315 540

Asn Lys Lys Leu Pro Pro Pﬁe Leu Ala Glu Ile Trp Asp Ile @ln Glu
545 E50 555 560
<210> 35
<211> 40
5 <212>ADN
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ES 2422303 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 35

gtaccaggac gggtacgcgc agccttctga tgaagatttg 40
<210> 36

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 36

caaatcttca tcagaaggct gcgcgtaccce gtcctggtac 40
<210> 37

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 37

ccaggacggg tacgaggcgc cttctgatga agatttg 37
<210> 38

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 38

caaatcttca tcagaaggcg cctcgtacce gtectgg 37
<210> 39

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 39

gagtctgaca ctccegececeg ccagatcaca g 31
<210> 40

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 40

ctgtgatctg gcgggecggga gtgtcagact ¢ 31
<210> 41

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 41

cactcccttc cgccaggeca cagagatgac 30
<210> 42

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 42

gtcatctctg tggcctggeg gaagggagtg 30
<210> 43

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador de PCR

<400> 43

cactcccttccgeccagatcg cagagatgac 30
<210> 44

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 44

gtcatctctg cgatctggcg gaagggagtg 30
<210> 45

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 45

cgccagatca cagagatggc tatcctcacg gtcc 34
<210> 46

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 46

ggaccgtgag gatagccatc tctgtgatct ggcg 34
<210> 47

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 47

gagatgacta tcctcgeggt ccaacttatc gtg 33
<210> 48

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 48

cacgataagt tggaccgcga ggatagtcat ctc 33
<210> 49

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 49

gatgactatc ctcacggccc aacttatcgt gg 32
<210> 50

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 50

ccacgataag ttgggccgtg aggatagtca tc 32
<210> 51

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 51
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ctatcctcac ggtccaagct atcgtggagt tcgeg 35
<210> 52

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 52

cgcgaactcc acgatagctt ggaccgtgag gatag 35
<210> 53

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 53

ctatcctcac ggtccaactt gccgtggagt tcgeg 35
<210> 54

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 54

cgcgaactcc acggcaagtt ggaccgtgag gatag 35
<210> 55

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 55

gctcaagtga ggtagcgatg ctccgagtcg ¢ 31
<210> 56

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 56

gcgactcgga gcatcgctac ctcacttgag ¢ 31
<210> 57

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 57

gctcaagtga ggtaatggceg ctecgagteg ¢ 31
<210> 58

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 58

gcgactcgga gegecattac ctcacttgag ¢ 31
<210> 59

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 59

gtaatgatgc tccgagccgce gcgacgatac 30
<210> 60
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<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 60

gtatcgtcge geggetegga geatcattac 30
<210> 61

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 61

gtgaggtaat gatgctcgca gtcgegegac gatacg 36
<210> 62

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 62

cgtatcgtcg cgcgactgeg agcatcatta cctcac 36
<210> 63

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 63

cagacagtgt tctggccgeg aacaaccaag cg 32
<210> 64

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 64

cgcttggttg ttcgeggeca gaacactgte tg 32
<210> 65

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 65

tcagacagtg ttctggccge gaacaaccaa geg 33
<210> 66

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 66

cgcttggttg ttcgeggeca gaacactgte tga 33
<210> 67

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 67

cagacagtgt tctgttcccg aacaaccaag cg 32
<210> 68

<211> 32

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 68

cgcttggttg ttcgggaaca gaacactgtc tg 32
<210> 69

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 69

cactcgcgac aacgcccgca aggcetggceat g 31
<210> 70

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 70

catgccagcc ttgcgggcgt tgtcgegagt g 31
<210> 71

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 71

cgacaactac cgcaagtttg gcatggccta cgtc 34
<210> 72

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 72

gacgtaggcc atgccaaact tgcggtagtt gtcg 34
<210> 73

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 73

ctaccgcaag gctggcgegg cctacgtcat ¢ 31
<210> 74

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 74

gatgacgtag gccgegcecag ccttgeggta g 31
<210> 75

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 75

gctcaagaac agaaaggcgc cgcctttect cg 32
<210> 76

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador de PCR

<400> 76

cgaggaaagg cggcgccttt ctgttcttga gc 32
<210> 77

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 77

ctccaacatg tgcatctccg ccaagctcaa gaacag 36
<210>78

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 78

ctgttcttga gcttggcgga gatgcacatg ttggag 36
<210> 79

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 79

gaaagctgcc gectticgce gaggagatct g 31
<210> 80

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 80

cagatctcct cggcgaaagg cggcagcttt ¢ 31
<210> 81

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 81

ctttcctcga ggagatcgeg gatgtggcag g 31
<210> 82

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 82

cctgccacat ccgegatcte ctcgaggaaa g 31
<210> 83

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR degenerado
<220>

<221> misc_feature

<222> (18)..(18)

<223>“n"es a, t,g,0cC

<400> 83

cagacagtgt tctgttgncg aacaaccaag cg 32
<210> 84

<211> 32

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR degenerado
<220>

<221> misc_feature

<222> (15)..(15)

<223>“n"es a, t,g,0cC

<400> 84

cgcttggttg ttcgncaaca gaacactgtc tg 32
<210> 85

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR degenerado
<220>

<221> misc_feature

<222> (18)..(19)

<223>“n"es a,t,g,0cC

<400> 85

cagacagtgt tctgttgnng aacaaccaag cg 32
<210> 86

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR degenerado
<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(15)

<223>“n"es a, t,g,0cC

<400> 86

cgcttggttg ttcnncaaca gaacactgtc tg 32
<210> 87

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR degenerado
<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(22)

<223>“n"es a,t,g,0cC

<400> 87

cactcccttc cgccagaten nngagatgac tatcctcacg 40
<210> 88

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR degenerado
<220>

<221> misc_feature

<222> (19)..(21)

<223>“n"es a, t,g,0cC

<400> 88

cgtgaggata gtcatctcnn ngatctggcg gaagggagt 39
<210> 89

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR degenerado
<220>

<221> misc_feature

<222> (16)..(18)
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“

<223>“n"es a,t,g,0cC

<400> 89

gtaatgatgc tccgannngc gcgacgatac gatgcggce 38
<210> 90

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR degenerado
<220>

<221> misc_feature

<222> (21)..(23)

<223>“n"es a, t,g,0cC

<400> 90

gccgcategt atcgtcgcge nnntcggagc atcattac 38
<210> 91

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 91

tcggactcaa tattcttccc gaataataga tcatatac 38
<210> 92

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 92

gtatatgatc tattattcgg gaagaatatt gagtccga 38
<210> 93

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 93

tcttacaaaa tggcccgaat ggctgataac attg 34
<210> 94

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 94

caatgttatc agccattcgg gccattttgt aaga 34
<210> 95

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 95

tcttacaaaa tggccctaat ggctgataac attg 34
<210> 96

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 96

caatgttatc agccattagg gccattttgt aaga 34
<210> 97

<211> 33

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 97

acgctgggca accaggccgc cgagatgtgt ttc 33
<210> 98

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 98

gaaacacatc tcggcggcect ggttgcccag cgt 33
<210> 99

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 99

cagaacgccg agatggcttt ctcactaaag ctc 33
<210> 100

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 100

gagctttagt gagaaagcca tctcggegtt ctg 33
<210> 101

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 101

cagaacgccg agatgtcttt ctcactaaag ctc 33
<210> 102

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 102

gagctttagt gagaaagaca tctcggcgtt ctg 33
<210> 103

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 103

gtgatgatgc tgagagctgc ccggaaatat gatg 34
<210> 104

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 104

catcatattt ccgggcagct ctcagcatca tcac 34
<210> 105

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador de PCR

<400> 105

acagattcta tagtgtttcc caataaccag ccgtacac 38
<210> 106

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 106

gtgtacggct ggttattggg aaacactata gaatctgt 38
<210> 107

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 107

gcggcctcag acagtattct gttcgcgaac 30
<210> 108

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 108

ggtggaagaa atccaggagt actacctgaa tacgctcc 38
<210> 109

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 109

caaggctggc atggccgagg tcatcgagg 29
<210> 110

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 110

cccttcegec agatcgtaga gatgactate ctcac 35
<210> 111

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 111 32

ggtaatgatg ctccgaaccg cgcgacgata cg 32
<210> 112

<211> 1586

<212> ADN

<213> Bamecia argentifoli

<400> 112
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gaattcgogg
accagttcac
acccttatag
tgaacgggta
ggeagcagga
cectcacctg
acgcagtgtaa
agtgtcgtct
tecagtgbge
caacgacgag
cagattcgeca
tcatccatag
aaaggatagt
ttacagaaat
gttttgacaa
taatgatgte
ctaaccagce
atotgoteog
ttctcactge
agaagatktca
catatgcaac
tocctocgagga
ttcatatttg

ggtatgetca

attectegtt

gcaaaaaaaa

<210> 113
<211>1109
<212> ADN

ccgotogcaa
cgtcateotoe
tococcaccaat
caacgtggat
ggagetgktge
cgaaggckge
atatggaaat
caagaagtgt
tgtgaagcga
ttgttcteca
gctattgtct
gctagtttat
taatgctgca
tacaattcte
actaattegt
tagaatggca
gtatacgaga
attttgtcga
cattgtaattc
agaaatttac

aaccatttke

ttcagaaaca

gatttgggat
atctatcteca

tacaattata

accttaacac

aagcggecoge

<213> Nephotetix cincticeps

<400> 113

acttcegtac
tccaatggat
ggaagaatag
agctgogatg
ctegtetgeyg
aagggecttct
aattgtgaaa
ctcagcgttg
aaagagaaaa
gatggaatca
gtaaatggag
tttcaaaatg
ccagaagaag
actgtacagt
gaagatcaaa
aggaggtatyg
gaatcataca
catatgtgtg
Ltttcagaac
atagaagcat
gctaagttac
tgcttocteat
gttgtttcat
gcaggtgget

ackttgtaata

aatgttgatc

gaatte
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cteckcaccee
actcatcooo
ggaaagaaga
cgteogoggaa
gggaccgege
tcogboggag
ttgacatgta
goatgaggec
aagegcaaaa
Aacaagagat
ttaaacccat
aatatgaaca
aaaatgtagc
taattgtgga
tageotttate
atgctgaaac
ctgtagctgyg
ccatgaaagt
gaccatctet
taaaagcata
tatctgtite
tgaagctgaa
asacagtctt
cagtacttat

tcatatcggt

tecataatgat

ctegecagga
catgtcttcg
goctttogoog
gaagaaggga
ctococggotac
catcaccaag
catgaggcga
agaatgtgta
ggacaaagat
agaktectcaa
tactccagag
toccatcccca
tgaagaaagg
attttctaag
aaaggecatgt
agattcgata
catgggtgat
cgataacgca
aagtgaagge
tgttgaaaat
aactgaackta
gaatagaaag
acctcaaktkbe
coctocacatctca

gatgacaaat

gtatgaattt

105

cococcogoca
ggcagotacy
gcgaatagte
ggaacgggtce
cactacaacg
aatgocogteot
aaatgccaag
gttoccgaat
aaacctaact
aggctggata
caagaagagc
gaggatatca
tttaggcata
cgattaccty
agtagtgaag
Etgtttgoaa
actgtggagy
gaatatgete
tggaaggecg
cgaaggaaac
cgaacattag
gtgccatoct
catgttactt
ctgagcteoac

ttgttacaat

ttotgtttte

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

T80

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1280

1320

1380

1440

1500

1560

1586



caggaggagc
acctgogaag
tccaaatacyg
cgactcaaga
tgtgccgtaa
accaatgget
gaagacadaca
caagaggagc
gaggatctca
tacaaacaca
aaactgecctg
tegagogagy
ctgttogeca
gtocatcgaag
gagtatgcte
tggaaggttg
cgagtgasac
cgaacactcg

atgccacogt

tctgootgte
gatgcaaggg
geaccaattg
agtgcctcag
aaaggaaaga
cgectgaaat
ggtacaacte
tcatccacag
agcggatcga
ttacggagat
gtttcgacaa
tgatgatget
acaaccagee
atctgekgeg
tgctocacggce
agaagatcca
etegeoagtee
gcaaeeagna.

tcctegaaga

gtgcggagac
cetettrogg
tgaaatagac
tgtagggatg
gaaaaaagct
gagaatagac
gagtacgooc
gctogteotac
gaacctceooo
cacaatacte
actactgaga
gcggatggeg
gtacacgcga
gttecggocoga
catcgtcate
ggagatctac
gaccatctte
cteegagatg

aatctggga
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cgagegtogg
aggagtateca
atgtatatge
aggccagaat
caaaaggaca
caggacaacc
agtttcggag
ttecagaacg
tgtgacgacy
acagtccagc
gaggaccaga
cggaggtacy
gagtcgtaca
ctcatgtgot
ttctnﬁgagﬁ
ctggaggeoge
gocaaactge

tgcttctegt

gataccacta
ccaaaaacge
ggcgcaagtg
gtgtagtacc
aagataaacc
gttgtgtggkt
tcaaaceccek
agtacgaaca
atgaccogtg
tcatcgbgga
tcgtgtbgot
acgtccagac
cgatggcagg
ccatgaaggt
ggocgaacct
tcaagtccta
tctceogttet

taaacktacgc

106

caacgctctc
agtgtaccag
ccaggagtge
tgagtatcaa
Egtctetica
gtbtgcagagk
cagtcoagaa
coctgoogag
cgatgtteoge
gtttgcgaaa
caaggcogtgh
agactcgate
cgtgggggaa
ggacaatgcc
ggcggaagga
cgtggacaac
caccgagoeg

A4ACCgCaaac

&0

120

180

240

300

&0

420

480

540

600

660

720

780

B40

200

960

1020

1080

1109
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REIVINDICACIONES

1. Sistema de modulacion de la expresion génica que comprende un casete de expresion génica que puede
expresarse en una célula huésped que comprende un polinucleétido que codifica para un polipéptido que
comprende:

i) un dominio de transactivacion,

ii) un dominio de uniéon a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresion ha de
modularse, y

ii) un dominio de union a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion;

en el que el dominio de unién 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 proteina 15 de interaccién de receptor retinoide X,
receptores hepaticos X B, una proteina similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepatico X, un
receptor hepatico X a, un receptor farnesoide X, una proteina 14 de interacciéon de receptor, y un receptor de
farnesol, en el que el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un polinucleétido
que comprende una mutacion de codén que da como resultado una sustitucion de un residuo de aminoacido,
estando el residuo de aminoacido en una posicion equivalente o analoga a:

a) residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1,

b) residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,

c) residuos de aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1,

d) residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o

e) residuos de aminoacido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1; y

en el que la(s) mutacion/mutaciones por sustitucion 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 aminoacido en el residuo de aminoacido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina.
2. Sistema de modulacion de la expresion génica segun la reivindicacion 1, que comprende ademas un segundo
dominio de unién a ligando de receptores nucleares seleccionado del grupo que consiste en un dominio de unién a
ligando de receptor retinoide X de vertebrado, un dominio de union a ligando de receptor retinoide X de invertebrado,
un dominio de unién a ligando de proteina ultraespiraculo, y un dominio de unién a ligando quimérico que
comprende dos fragmentos de polipéptido, en el que el primer fragmento de polipéptido procede de un dominio de
union a ligando de receptor retinoide X de vertebrado, un dominio de unién a ligando de receptor retinoide X de
invertebrado, o un dominio de unién a ligando de proteina ultraespiraculo, y el segundo fragmento de polipéptido
procede de un dominio de union a ligando de receptor retinoide X de vertebrado, dominio de unién a ligando de
receptor retinoide X de invertebrado, o dominio de unién a ligando de proteina ultraespiraculo diferente.

3. Sistema de modulacion de la expresion génica que comprende:

a) un primer casete de expresion génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende un
polinucledtido que codifica para un primer polipéptido que comprende:

i) un dominio de uniéon a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresion ha de
modularse, y

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

b) un segundo casete de expresién génica que puede expresarse en la célula huésped que comprende un
polinucledtido que codifica para un segundo polipéptido que comprende:

i) un dominio de transactivacion, y
ii) un dominio de unién a ligando de receptor nuclear;

en el que uno de los dominios de unién a ligando de receptor nuclear es un dominio de unioén a ligando de receptor
nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustitucion;
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en el que el dominio de unién 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 proteina 15 de interaccion de receptor retinoide X, un
receptor hepatico X 8, una proteina similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepatico X, un receptor
hepatico X o, un receptor farnesoide X, una proteina 14 de interaccion de receptor, y un receptor de farnesol;

en el que el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un polinucleétido que
comprende una mutacion de coddn que da como resultado una sustitucién de un residuo de aminoacido, estando el
residuo de aminoacido en una posicion equivalente o analoga a:

a) residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1,

b) residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,

¢) residuos de aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1,

d) residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o

e) residuos de aminoacido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1; y

en el que la(s) mutacion/mutaciones por sustitucién 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 aminoacido en el residuo de aminoacido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina.

4. Sistema de modulacién de la expresidon génica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el
dominio de union a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacion por sustitucion es un
dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona.

5. Sistema de modulacion de la expresidn génica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
dominio de unién a ADN se selecciona del grupo que consiste en un dominio de unién a ADN de receptor de
ecdisona, un dominio de unién a ADN de GAL4 y un dominio de unién a ADN de LexA.

6. Sistema de modulacién de la expresion génica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el
dominio de transactivacion se selecciona del grupo que consiste en un dominio de transactivacion de receptor de
ecdisona, un dominio de transactivacion de VP16, un dominio de transactivacion de activador acido B42 y un
dominio de transactivacion de p65.

7. Casete de expresion génica que comprende un polinucleétido que codifica para un polipéptido que comprende un
dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion;

en el que el dominio de unién 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 proteina 15 de interaccion de receptor retinoide X, un

receptor hepatico X 3, una proteina similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepatico X, un receptor
hepatico X a, un receptor farnesoide X, una proteina 14 de interaccion de receptor, y un receptor de farnesol;

en el que el dominio de union a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un polinucleétido que
comprende una mutacién de codon que da como resultado una sustituciéon de un residuo de aminoacido, estando el
residuo de aminodcido en una posicion equivalente o andloga a:

a) residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1,

b) residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,

c) residuos de aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1,

d) residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o

e) residuos de aminoacido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1; y

en el que la(s) mutacion/mutaciones por sustitucion 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 aminoacido en el residuo de aminoacido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina.

8. Polinucledtido aislado que codifica para un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que
comprende una mutacion por sustitucion, comprendiendo el polinucleétido aislado una mutacién de codén que da
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como resultado una sustitucion de un residuo de aminoacido en una posicion equivalente o analoga a:

a) residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1,

b) residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,

c) residuos de aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1,

d) residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1,

e) residuos de aminoacido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1, 0

f) aminoacidos 107, 110y 175 de SEQ ID NO: 1; y

en el que la(s) mutacidon/mutaciones por sustitucion 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 aminoacido en el residuo de aminoacido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina.

9. Polinucleodtido aislado segun la reivindicacion 8, en el que la mutacién por sustitucion es V1071/A110P/R175E de
SEQ ID NO: 1.

10. Polinucleétido aislado que codifica para un dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona que comprende
una mutacion por sustitucion, en el que el dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona carece de actividad
de union a esteroides y el polinucledtido que codifica para el dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona se
hibrida con un polinucleétido que comprende una mutacion de coddon que da como resultado la mutacién por
sustitucion V1071/A110P/R175E de SEQ ID NO: 1, en condiciones de hibridacion que comprenden una etapa de
hibridacion 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 expresion que comprende el polinucledtido aislado segun la reivindicacion 8, operativamente unido a
un elemento regulador de la transcripcion.

12. Célula huésped aislada que comprende el vector de expresion segun la reivindicacién 11, en la que el elemento
regulador de la transcripcién es operativo en la célula huésped.

13. Polipéptido aislado codificado por el polinucleétido aislado segun la reivindicacion 8.

14. Polipéptido aislado que comprende un dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que
comprende una mutacién por sustitucion, en el que la mutacién por sustitucion esta en una posiciéon equivalente o
analoga a:

a) residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1,

b) residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,

¢) residuos de aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1,

d) residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o

e) residuos de aminoacido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1; y

en el que la(s) mutaciéon/mutaciones por sustitucion 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 aminoacido en el residuo de aminoacido 107 en SEQ ID NO: 1 es valina.
15. Método para modular la expresion de un gen en una célula huésped que comprende las etapas de:

(a) introducir en la célula huésped un sistema de modulaciéon de la expresion génica que comprende un casete de
expresion génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende un polinucledtido que codifica para
un polipéptido que comprende:

i) un dominio de transactivacion,

ii) un dominio de unién a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresion ha de
modularse, y

109



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2422303 T3

i) un dominio de union a ligando de receptor nuclear de grupo H que comprende una mutacién por sustitucion;

en el que el dominio de unién 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 proteina 15 de interaccion de receptor retinoide X,
receptores hepéticos X B, una proteina similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor hepético X, un
receptor hepatico X o, un receptor farnesoide X, una proteina 14 de interaccion de receptor, y un receptor de
farnesol;

en el que el dominio de union a ligando de receptor nuclear de grupo H se codifica por un polinucleétido que
comprende una mutacién de codon que da como resultado una sustituciéon de un residuo de aminoacido, estando el
residuo de aminoacido en una posicion equivalente o analoga a:

a) residuo de aminoacido 107 de SEQ ID NO: 1,

b) residuos de aminoacido 107 y 175 de SEQ ID NO: 1,

c) residuos de aminoacido 107 y 127 de SEQ ID NO: 1,

d) residuos de aminoacido 107, 127 y 175 de SEQ ID NO: 1, o

e) residuos de aminoacido 52, 107 y 175 de SEQ ID NO: 1; y

en el que la(s) mutacidn/mutaciones por sustitucion 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;

en el que el gen que va a modularse es un componente de un casete de expresion génica que comprende:

i) un elemento de respuesta reconocido por el dominio de unién a ADN,

ii) un promotor que se activa por el dominio de transactivacion, y

iii) un gen cuya expresion ha de modularse;

mediante lo cual tras la introduccién del ligando en la célula huésped, se modula la expresion del gen de b) iii).

16. Método segun la reivindicacion 15, en el que el ligando es

a) un compuesto de férmula:

R4

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

R' esH, Me, Et, i-Pr, F, formilo, CF3, CHF2, CHCI,, CH,F, CH,CI, CH,OH, CH,OMe, CH,CN, CN, C=CH, 1-propinilo,
2-propinilo, vinilo, OH, OMe, OEt, ciclopropilo, CF,CF3;, CH=CHCN, alilo, azido, SCN o SCHF;

R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, formilo, CF3, CHF,, CHCl,, CHyF, CH,Cl, CH,OK, CH,OMe, CH.CN, CN, C=CH, 1-
propinilo, 2-propinilo, vinilo, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, O-n-Pr, OAc, NMe,, NEt;, SMe, SEt, SOCF3;, OCF,CF;H,
COET, ciclopropilo, CF,CF3, CH=CHCN, alilo, azido, OCF3;, OCHF,, O-i-Pr, SCN, SCHF,, SOMe, NHCN, o esta
unido a R® y los carbonos de fenilo a los que estan unidos R? y R® para formar un etilendioxilo, un anillo dihidropirilo
con el oxigeno adyacente a un carbono de fenilo, o un anillo dihidropirilo con el oxigeno adyacente a un carbono de
fenilo;
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R® es H, Et, o esta unido a R? y los carbonos de fenilo a los que estan unidos R? y R® para formar un etilendioxilo, un
anillo dihidrofurilo con el oxigeno adyacente a un carbono de fenilo, o un anillo dihidropirilo con el oxigeno adyacente
a un carbono de fenilo;

R* R®y R°® son independientemente H, Me, Et, F, CI, Br, formilo, CF3, CHF2, CHCl,, CHsF, CH,Cl, CH,OH, CN,
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 acido biliar, un éster de 1,1-bifosfonato, o una hormona juvenil lll.

17. Método segun la reivindicacién 15 6 16, que comprende ademas introducir en la célula huésped un segundo
ligando, en el que el segundo ligando es acido 9-cis-retinoico o un analogo sintético de un acido retinoico.

18. Célula huésped aislada que comprende el sistema de modulacién de la expresién génica segun una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6.

19. Organismo no humano que comprende la célula huésped segun la reivindicacion 18.

20. Sistema de modulacion de la expresidn génica segun la reivindicacion 1, en el que la mutacién por sustitucion es
una mutacion por sustitucion V1071, V107I/R175E, V107I/Y127E, V1071/Y127E/R175E o T52V/V107I/R175E de SEQ
ID NO: 1.

21. Sistema de modulacién de la expresion génica segun la reivindicacion 3, en el que la mutacién por sustituciéon es
una mutacion por sustitucion V1071, V107I/R175E, V1071/Y127E, V1071/Y127E/R175E o T52V/V107I/VR175E de
SEQ ID NO: 1.

22. Polinucleétido aislado segun la reivindicacién 8, en el que la mutacion de codén da como resultado una mutacion
por sustitucidon, mutacion por sustitucion V1071, V107I/R175E, V107I/Y127E, V1071/Y127E/R175E o
T52V/V107I/R175E de SEQ ID NO: 1.

23. Polipéptido aislado segun la reivindicacion 14, en el que la mutacién por sustitucion es una mutacion por
sustitucion V1071, V107I/R175E, V1071/Y127E, V1071/Y127E/R175E o T52V/V107I/R175E de SEQ ID NO: 1.

24. Sistema de modulacion de la expresidn génica segun la reivindicacion 1, en el que la mutacién por sustitucion es
una mutacion por sustitucion V1071/Y127E de SEQ ID NO: 1.

25. Sistema de modulacién de la expresion génica segun la reivindicacion 3, en el que la mutacién por sustituciéon es
una mutacion por sustitucion V1071/Y127E de SEQ ID NO: 1.

26. Polinucleétido aislado segun la reivindicacion 8, en el que la mutaciéon por sustitucion es una mutacién por
sustitucion V1071//Y127E de SEQ ID NO: 1.

27. Polipéptido aislado segun la reivindicacion 14, en el que la mutacién por sustitucion es una mutaciéon por
sustitucion V1071/Y127E de SEQ ID NO: 1.

28. Casete de expresion génica segun la reivindicacion 7, en el que la mutacion por sustitucién es una mutacién por
sustitucion V1071, V1071/R175E, V1071/Y127E, V1071/Y127E/R175E o T52V/V1071/R175E de SEQ ID NO: 1.

29. Casete de expresion génica segun la reivindicacion 28, en el que la mutacidn por sustitucién es una mutacion
por sustitucion V1071/Y127E de SEQ ID NO: 1.

30. Vector que comprende el sistema de modulacion de la expresion génica segun las reivindicaciones 1-6, 20, 21,
24 6 25, el polinucledtido aislado segun las reivindicaciones 8-10, 22 6 26, o el casete de expresion génica segun las
reivindicaciones 7, 28 6 29.

31. Célula huésped aislada que comprende el vector segun la reivindicacion 30.

32. Método segun la reivindicacion 15, que comprende ademas un segundo dominio de unién a ligando de receptor
nuclear seleccionado del grupo que consiste en un dominio de unién a ligando de receptor retinoide X de vertebrado,
un dominio de unién a ligando de receptor retinoide X de invertebrado, un dominio de unién a ligando de proteina
ultraespiraculo, y un dominio de unién a ligando quimérico que comprende dos fragmentos de polipéptido, en el que
el primer fragmento de polipéptido procede de un dominio de unién a ligando de receptor retinoide X de vertebrado,
un dominio de unién a ligando de receptor retinoide X de invertebrado, o un dominio de unién a ligando de proteina
ultraespiraculo, y el segundo fragmento de polipéptido procede de un dominio de unién a ligando de receptor
retinoide X de vertebrado diferente, dominio de unién a ligando de receptor retinoide X de invertebrado, o dominio de
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union a ligando de proteina ultraespiraculo.

33. Método segun la reivindicacion 15, en el que el dominio de unién a ligando de receptor nuclear de grupo H que
comprende una mutacién por sustitucion es un dominio de unién a ligando de receptor de ecdisona.

34. Método segun la reivindicacion 15, en el que el dominio de unidon a ADN se selecciona del grupo que consiste en
un dominio de unién a ADN de receptor de ecdisona, un dominio de unién a ADN de GAL4, y un dominio de unién a
ADN de LexA.

35. Método segun la reivindicacion 15, en el que el dominio de transactivacién se selecciona del grupo que consiste

en un dominio de transactivacion de receptor de ecdisona, un dominio de transactivacion de VP16, un dominio de
transactivacién de activador acido B42, y un dominio de transactivaciéon de p65.
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