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DESCRIPCION

Ligandos de oxadiazolina para modular la expresion de genes exdgenos a través de un complejo de receptor de
ecdisona

Esta solicitud reivindica prioridad sobre la solicitud provisional estadounidense n.® 60/449.467 presentada el 21 de
febrero de 2003.

Campo de la invencion

Esta invencion se refiere al campo de la biotecnologia o ingenieria genética. Especificamente, esta invencién se
refiere al campo de la expresién génica. Mas especificamente, esta invencion se refiere a ligandos no esteroideos
para receptores nucleares naturales y mutados y a su uso en un sistema de expresién génica inducible basado en
receptores nucleares y a métodos de modulacién de la expresion de un gen dentro de una célula huésped usando
estos ligandos y el sistema de expresion génica inducible.

Antecedentes de la invencion

En el presente documento se citan diversas publicaciones, cuyas descripciones se incorporan como referencia en su
totalidad. Sin embargo, la mencién de cualquier referencia en el presente documento no debe considerarse un
reconocimiento de que tal referencia esta disponible como “técnica anterior” a la presente solicitud.

En el campo de la ingenieria genética, el control preciso de la expresion génica es una herramienta valiosa para
estudiar, manipular y controlar el desarrollo y otros procesos fisiolégicos. La expresién génica es un proceso
biol6gico complejo que implica varias interacciones proteina-proteina especificas. Con el fin de desencadenar la
expresion génica, de manera que produzca el ARN necesario como primera etapa en la sintesis de proteinas, debe
llevarse un activador de la transcripcion a las proximidades de un promotor que controla la transcripcién génica.
Normalmente, el propio activador de la transcripcion esta asociado con una proteina que tiene al menos un dominio
de unién a ADN que se une a sitios de union del ADN presentes en las regiones promotoras de los genes. Por tanto,
para que se produzca la expresion génica, una proteina que comprende un dominio de uniéon a ADN y un dominio de
transactivacion ubicado a una distancia apropiada del dominio de unién a ADN debe llevarse a la posicion correcta
en la regién promotora del gen.

El enfoque transgénico tradicional utiliza un promotor especifico del tipo celular para dirigir la expresion 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.

Otro medio 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 de
procariotas, sistemas de inmunosupresor-inmunofilina y sistemas de activacion de la transcripcién 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 sistémica adquirida tras el ataque de
patégenos. El uso de PR1-a puede estar limitado porque a menudo responde a materiales endégenos y factores
externos tales como patégenos, radiacion UV-B y contaminantes. Se han descrito sistemas de regulaciéon génica
basados en promotores inducidos por choque térmico, interferon y metales pesados (Wurn 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 son rezumantes.

Los sistemas de represor-operador de procariotas utilizan proteinas represoras bacterianas y secuencias de ADN de
operador Unico a las que se unen. Se han usado los sistemas de represor-operador tanto 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 operdn lac en respuesta a la presencia de lactosa, o analogos sintéticos tales como
isopropil-b-D-tiogalactésido. Desgraciadamente, el uso de tales sistemas esta limitado por la quimica inestable de
los ligandos, es decir tetraciclina y lactosa, por su toxicidad, por su presencia natural o por los niveles relativamente
altos requeridos para la induccién o represién. Por motivos similares, esta limitada la utilidad de tales sistemas en
animales.

Las 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 reunir dos proteinas
cualesquiera colocando simplemente 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 que
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resulta de la fusion de FK506-ciclosporina (FKCsA) para inducir la dimerizaciéon de estas moléculas (Spencer et al.,
1993, Science 262:1019-24; Belshaw et al., 1996 Proc Natl Acad Sci U S A 93:4604-7). Se usaron el dominio de
unién a ADN de Gal4 fusionado a FKBP12 y el dominio activador de VP16 fusionado a ciclofilina y el compuesto
FKCsA para mostrar heterodimerizacién y activacion de un gen indicador bajo el control de un promotor que
contiene sitios de union a Gal4. Desgraciadamente, este sistema incluye inmunosupresores que pueden tener
efectos secundarios no deseados y por tanto, se limita su uso a diversas aplicaciones de cambio 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. Desgraciadamente, el uso de
compuestos esteroideos que activan los receptores para la regulacion de la expresion génica, particularmente en
plantas y mamiferos, esta limitado debido a su implicacién en muchas otras rutas bioldgicas naturales en tales
organismos. Con el fin de superar tales dificultades, se ha desarrollado un sistema alternativo usando receptores de
ecdisona (EcR) de insectos

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

El receptor de ecdisona (EcR) de insectos heterodimeriza con ultraespiraculo (USP), el homélogo de insectos de
RXR de mamiferos, y se une a elementos de respuesta del receptor de ecdisona y ecdiesteroides y activa la
transcripcion de genes de respuesta a ecdisona. Los complejos EcR/USP/ligando desempefian importantes papeles
durante el desarrollo y la reproduccion de insectos. El ECR es un miembro de la superfamila de receptores de
hormonas esteroideas y tiene cinco dominios modulares, dominios A/B (transactivacion), C (union a ADN,
heterodimerizacion), D (bisagra, heterodimerizacion), E (unién a ligando, heterodimerizacién y transactivacion) y F
(transactivacion). Algunos de estos dominios tales como A/B, C y E conservan su funciéon cuando se fusionan a otras
proteinas.

Los sistemas de expresion génica inducible regulados estrechamente, o “interruptores génicos”, son Utiles en
diversas aplicaciones, tales como terapia génica, produccién a gran escala de proteinas en células, ensayos de
seleccién de alto rendimiento basados en células, gendmica funcional y regulacion de caracteres en plantas y
animales transgénicos.

La primera versiéon de un interruptor génico basado en EcR utiliz6 el EcR de Drosophila melanogaster (DmEcR) y
RXR de Mus musculus (MmRXR) y mostré6 que estos receptores en presencia del esteroide ponasterona A,
transactivan genes indicadores en lineas celulares de mamifero y ratones transgénicos (Christopherson K. S., Mark
M.R., Baja J. V., Godowski P. J. 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89: 6314-6318; No D., Yao T.P., Evans R. M.,
1996, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93: 3346-3351). Mas tarde, Suhr et al. 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. 95:7999-8004
mostraron que el agonista no esteroideo de ecdisona, tebufenozida, inducia un alto nivel de transactivacién de
genes indicadores en células de mamifero a través de EcR de Bombyx mori (BmECR) en ausencia de pareja
exogena del heterodimero.

Las solicitudes de patente internacional n.”* PCT/US97/05330 (documento WO 97/38117) y PCT/US99/08381
(documento W099/58155) dan a conocer métodos para modular la expresién de un gen exdégeno en que se activa
un constructo de ADN que comprende el gen exégeno y un elemento de respuesta a ecdisona 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 para inducir la expresion génica. El receptor de ecdisona de eleccion se aislé6 de Drosophila
melanogaster. Normalmente, tales sistemas requieren la presencia de la pareja silenciosa, preferiblemente el
receptor X retinoide (RXR), con el fin de proporcionar activacién éptima. En células de mamifero, el receptor de
ecdisona (EcR) de insectos heterodimeriza con el receptor X retinoide (RXR) y regula la expresiéon de genes diana
de manera dependiente de ligando. La solicitud de patente internacional n.2 PCT/US98/14215 (documento WO
99/02683) da a conocer que el receptor de ecdisona aislado del gusano de seda Bombyx mori es funcional en
sistemas de mamiferos sin necesidad de una pareja exégena del dimero.

La patente estadounidense n.% 6.265.173 B1 da a conocer que diversos miembros de la superfamilia de receptores
esteroideos/tiroideos pueden combinarse con el receptor de ultraespiraculo (USP) de Drosophila melanogaster o
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fragmentos del mismo que comprenden al menos el dominio de dimerizaciéon de USP para su uso en un sistema de
expresion génica. La patente estadounidense n.? 5.880.333 da a conocer un sistema de heterodimero de EcR y
ultraespiraculo (USP) de Drosophila melanogaster usado en plantas en que el dominio de transactivaciéon y el
dominio de union a ADN estan colocados en dos proteinas hibridas diferentes. Desgraciadamente, estos sistemas
basados en USP son constitutivos en células de animales y por lo tanto, no son eficaces para regular la expresion de
genes indicadores.

En cada uno de estos casos, el dominio de transactivacién y el dominio de unién a ADN (o bien como EcR nativo tal
como en la solicitud de patente internacional n® PCT/US98/14215 o bien como EcR modificado, tal como en la
solicitud de patente internacional n.2 PCT/US97/05330) se incorporaron en una unica molécula y los otros
componentes heterodiméricos, o bien USP o bien RXR, se usaron en su estado nativo.

Los inconvenientes de los sistemas de regulacién génica basados en EcR descritos anteriormente incluyen una
actividad de fondo considerable en ausencia de ligandos y la no aplicabilidad de estos sistemas para su uso tanto en
plantas como en animales (véase la patente estadounidense n.? 5.880.333). Por lo tanto, existe una necesidad en la
técnica de sistemas basados en EcR mejorados para modular con precision la expresion de genes exdgenos tanto
en plantas como en animales. Tales sistemas mejorados serian Utiles para aplicaciones tales como terapia génica,
produccion a gran escala de proteina y anticuerpos, ensayos de seleccion de alto rendimiento basados en células,
gendmica funcional y regulacién de caracteres en animales transgénicos. Para determinadas aplicaciones tales
como la terapia génica, puede ser deseable tener un sistema de expresién génica inducible que responda bien a
ligandos no esteroideos sintéticos y que simultdneamente sea insensible a los esteroides naturales. Por tanto,
sistemas mejorados que sean sencillos, compactos y dependientes de ligandos que sean relativamente econémicos,
facilmente disponibles y de baja toxicidad para el huésped demostrarian ser Utiles para regular sistemas bioldgicos.

Recientemente, se ha demostrado que un sistema de expresion génica inducible basado en el receptor de ecdisona
en que los dominios de transactivacién y de unién a ADN se separan uno de otro al colocarlos en dos proteinas
diferentes, da como resultado una actividad de fondo muy reducida en ausencia de un ligando y una actividad
significativamente aumentada con respecto al fondo en presencia de un ligando (solicitud de patente en tramite
PCT/US01/09050, incorporada al presente documento en su totalidad como referencia). Este sistema de dos
hibridos es un sistema de modulacién de la expresion 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 que interaccionan para llevar el dominio de activacion
de la transcripcion a una posicion mas favorable con respecto al dominio de uniéon a ADN, de manera que cuando el
dominio de unién a ADN se une al sitio de unién del ADN en el gen, el dominio de transactivacién activa mas
eficazmente el promotor (véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.? 5.283.173). Brevemente, el sistema de
expresion génica de dos hibridos comprende dos casetes de expresion génica: codificando el primero para un
dominio de unién a ADN fusionado a un polipéptido de receptor nuclear, y codificando el segundo para un dominio
de transactivacién fusionado a un polipéptido de receptor nuclear diferente. En presencia de ligando, la interaccién
del primer polipéptido con el segundo polipéptido ancla eficazmente el dominio de unién a ADN al dominio de
transactivacion. Puesto que los dominios de unién a ADN y de transactivacién residen en dos moléculas diferentes,
la actividad de fondo en ausencia de ligando estd muy reducida.

Un sistema de dos hibridos también proporciona sensibilidad mejorada a ligandos no esteroideos, por ejemplo,
diacilhidrazinas, cuando se compara con ligandos esteroideos, por ejemplo, ponasterona A (“Pon A”) o muristerona
A (“MurA”). Es decir, cuando se compara con ligandos esteroideos, los ligandos no esteroideos proporcionan una
actividad superior a una concentracion inferior. Ademas, puesto que la transactivacion basada en interruptores
génicos de EcR con frecuencia es dependiente de la linea celular, es mas facil adaptar los sistemas de interruptor
para obtener la maxima capacidad de transactivacion para cada aplicacion. Ademas, el sistema de dos hibridos evita
algunos efectos secundarios debidos a la sobreexpresion de RXR que se producen a menudo cuando se usa RXR
no modificado como pareja de interruptor. En un sistema de dos hibridos preferido, los dominios nativos de unién a
ADN y de transactivacion de EcR o RXR se eliminan y como resultado, estas moléculas hibridas tienen menos
posibilidad de interaccionar con otros receptores de hormonas esteroideas presentes en la célula dando como
resultado efectos secundarios reducidos.

Con la mejora en los sistemas de regulacion génica basados en el receptor de ecdisoma hay un aumento en su uso
en diversas aplicaciones, dando como resultado una demanda aumentada de ligandos con actividad superior a los
que existen actualmente. La patente estadounidense 6.258.603 B1 (y patentes citadas en la misma) dan a conocer
ligandos de dibenzoilhidrazina, sin embargo, existe la necesidad de ligandos adicionales con diferentes estructuras y
propiedades fisicoquimicas. Se han descubierto ligandos distintos a diacilhidrazina novedosos que no se ha descrito
ni mostrado anteriormente que tengan capacidad para modular la expresién de transgenes.

Sumario de la invencion
La presente invencion se refiere a ligandos no esteroideos para su uso en un sistema de expresion génica inducible

basado en receptores nucleares y a métodos de modulacién de la expresién de un gen dentro de una célula
huésped usando estos ligandos con sistemas de expresién génica inducible basados en receptores nucleares.
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La invencion de los solicitantes también se refiere a métodos de modulacién de la expresidén génica en una célula
huésped usando un sistema de modulacion de la expresién génica con un ligando de la presente invencion.
Especificamente, la invencién de los solicitantes proporciona un método de modulacion de la expresiéon de un gen en
una célula huésped que comprende las etapas de: a) introducir en la célula huésped un sistema de modulacion de la
expresion génica segln la invencion; b) introducir en la célula huésped un casete de expresién génica que
comprende i) un elemento de respuesta que comprende un dominio al que se une el dominio de unién a ADN del
primer polipéptido hibrido del sistema de modulacion de la expresidon génica; ii) un promotor que se activa mediante
el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido del sistema de modulacion de la expresién génica; vy iii)
un gen cuya expresion va a modularse; y c) introducir en la célula huésped un ligando; con lo que con la introduccion
del ligando en la célula huésped, se modula la expresién del gen. La invencion de los solicitantes también
proporciona un método de modulacién de la expresiéon de un gen en una célula huésped que comprende un casete
de expresion génica que comprende un elemento de respuesta que comprende un dominio al que se une el dominio
de unién a ADN del primer polipéptido hibrido del sistema de modulacién de la expresiéon génica; un promotor que se
activa mediante el dominio de transactivacién del segundo polipéptido hibrido del sistema de modulaciéon de la
expresion génica; y un gen cuya expresion va a modularse; en el que el método comprende las etapas de: a)
introducir en la célula huésped un sistema de modulacion de la expresién génica segun la invencién; y b) introducir
en la célula huésped un ligando; con lo que con la introduccién del ligando en el huésped, se modula expresion del
gen.

Descripcion detallada de la invencion

Los solicitantes han descubierto ligandos novedosos para receptores nucleares naturales y mutados. Por tanto, la
invencion de los solicitantes proporciona un ligando para su uso con el sistema de expresion génica inducible
basado en el receptor de ecdisona util para modular la expresién de un gen de interés en una célula huésped. En
una realizacion particularmente deseable, la invencion de los solicitantes proporciona un sistema de expresion
génica inducible que tiene un nivel reducido de expresion génica de fondo y responde a concentraciones
submicromolares de ligando no esteroideo. Por tanto, los ligandos novedosos de los solicitantes y el sistema de
expresion génica inducible y su uso en métodos de modulacion de la expresién génica en una célula huésped
superan las limitaciones de los sistemas de expresién inducible disponibles actualmente y proporcionan al experto
en la técnica un medio eficaz para controlar la expresion génica.

La presente invencion es Util para aplicaciones tales como terapia génica, produccion a gran escala de proteinas y
anticuerpos, ensayos de seleccion de alto rendimiento basados en células, gendmica, protedmica, metabolémica
funcionales y regulacion de caracteres en organismos transgénicos, donde son deseables niveles de control de la
expresion génica. Una ventaja de la invencion de los solicitantes es que proporciona un medio para regular la
expresion génica y adaptar los niveles de expresién para ajustarse a las necesidades del usuario.

La presente invencién se refiere a compuestos de formula general:

R2 X
R3J( N
N
/

X
en la que:

X'y X’ son independientemente O 0 S;
R' es

a) H, alquilo (C+-Cs), haloalquilo (C+-Cs), cianoalquilo (C1-Cs), alcoxicarbonil (C1-Ceg)-alquilo (C+-Cs), alcoxilo (C1-Cg) 0
benciloxilo;

b) fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 5 H; halo; nitro; ciano;
hidroxilo; amino (-NR®R®); alquilo (C+-Cs); haloalquilo (C+-Cs); cianoalquilo (C+-Cs); hidroxialquilo (C+-Cs); alcoxilo
(C1-Cg); fenoxilo; haloalcoxilo (C1-Cg); alcoxi (C1-Ce)-alquilo (C1-Ceg); alcoxi (C1-Cg)-alcoxilo (C1-Cs); alcanoiloxi
(C1.Cg)-alquilo (C1-Cg); alquenilo (C»-Cs) opcionalmente sustituido con halo, ciano, alquilo (C4-C4) 0 alcoxilo (C1-Ca);
alquinilo (C»-Cs) opcionalmente sustituido con halo o alquilo (C1-Ca4); formilo; carboxilo; alquil (C4-Cs)-carbonilo;
haloalquil (C+-Cs)-carbonilo; benzoilo; alcoxi (C+-Cs)-carbonilo; haloalcoxi (C4-Cs)-carbonilo; alcanoiloxilo (C1-Ce)
(-OCOR?); carboxamido (-CONR?R®); amido (-NR?COR®); alcoxicarbonilamino (-NR*CO2R®);
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alquilaminocarbonilamino (-NRaCONRbRC); mercapto; alquiltio (C+-Cs); alquil (C4-Cs)-sulfonilo; alquil (C1-Ce)-sulféxido
(-S(O)R?); sulfamido (-SOzNRaRb); o fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son
independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C1-Cg), alquilo (C1-Cs) 0 amino; o cuando dos posiciones
adyacentes en el anillo de fenilo estan sustituidas con grupos alcoxilo, estos grupos, junto con los atomos de
carbono a los que estan unidos, pueden unirse como una unién (-OCH20-) o (-OCH2CH>0-) para formar un anillo
heterociclico dioxolano o dioxano de 5 6 6 miembros;

¢) naftilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo
(C+-Ce), alquilo (C1-Cg) 0 amino;

d) benzotiofen-2-ilo, benzotiofen-3-ilo, benzofuran-2-ilo o benzofuran-3-ilo sustituido o no sustituido en el que los
sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, hidroxilo, alquilo (C+4-Cs), alcoxilo (C1-Cg), carboxilo o
alcoxi (C1-Cs)-carbonilo (-CO2R?);

e) 2, 3 6 4-piridilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, ciano,
nitro, hidroxilo, alquilo (C1-Ce), alcoxilo (C1-Cs) 0 haloalcoxilo (C+-Cs);

f) heterociclo de 5 miembros sustituido o no sustituido seleccionado de furilo, tiofenilo, triazolilo, pirrolilo, isopirrolilo,
pirazolilo, isoimidazolilo, tiazolilo, isotiazolilo, oxazolilo o isooxazolilo en el que los sustituyentes son
independientemente de 1 a 3 halo, nitro, hidroxilo, alquilo (C1-Cs), alcoxilo (C1-Cs), carboxilo, alcoxi (C1-Cg)-carbonilo
(-CO2R?) o fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, nitro,
alquilo (C+4-Cs), haloalquilo (C+-Cs), alcoxilo (C+-Cse), haloalcoxilo (C1-Cs), carboxilo, alcoxi (C1-Ca)-carbonilo (-CO2R?)
o0 amino (-NR®R®);

g) fenilalquilo (C4-Cs), fenilalcoxi (C+-Ce)-alquilo (C4-Cs) o fenoxialquilo (C4-Cs) sustituido o no sustituido por
aromatico en el que los sustituyentes aromaticos son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C+-Cs),
alquilo (C1-Cg) 0 amino; o

h) fenilamino, fenilalquil (C1-Cs)-amino o fenilcarbonilamino sustituido o no sustituido por aromatico en el que los
sustituyentes aromaticos son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C1-Cs), alquilo (C1-Cg) 0 amino;

en los que R?, R° y R°® son independientemente H, alquilo (C4-Ce) o fenilo;

R? y R® son independientemente H, alquilo (C1-Cs), haloalquilo (C-Cs), cianoalquilo (C+-Cs), hidroxialquilo (Cs-Ce),
alcoxi (C+-Ce)-alquilo (C4-Cs), fenilo, o juntos como una unién de alcano (-(CHz)x-), una unién de alquiloxialquilo
(-(CH2)yO(CHz),-), una unién de alquilaminoalquilo (-(CHz),NR*(CH2),-) o0 una unién de alquilbenzoalquilo (-(CHz),-1-
benzo-2-(CHy).-) forman un anillo con el &tomo de carbono al que estan unidos,

enlosquex=de3a7,y=de1a3,z=de1a3yR®esH, alquilo (Ci-Ce) o fenilo; y

R* es fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 5 H; halo; nitro;
ciano; hidroxilo; amino (-NRaRb); alquilo (C+-Cs); haloalquilo (C+-Cs); cianoalquilo (C4-Cs); hidroxialquilo (C+-Ce);
alcoxilo (C+-Cs); fenoxilo; haloalcoxilo (C1-Cg); alcoxi (C4-Ce)-alquilo (C+-Cg); alcoxi (C1-Ce)-alcoxilo (C+-Ce);
alcanoiloxi (C4-Ce)-alquilo (C1-Cs); alquenilo (C2-Cg) opcionalmente sustituido con halo, ciano, alquilo (C4-C4) 0
alcoxilo (C+-C4); alquinilo (C2-Cs) opcionalmente sustituido con halo o alquilo (C-C4); formilo; carboxilo; alquil
(C1-Cg)-carbonilo; haloalquil (C1-Cg)-carbonilo; benzoilo; alcoxi (C1-Cg)-carbonilo; haloalcoxi (C1-Cs)-carbonilo;
alcanoiloxilo (Ci-Ce) (-OCOR?); carboxamido (-CONR®R®); amido (-NR®*COR®); alcoxicarbonilamino (-NR*CO2R®);
alquilaminocarbonilamino (-NR*CONR°R®); mercapto; alquiltio (C+-Cs); alquil (C1-Cs)-sulfonilo; alquil (C1-Ce)-sulfoxido
(-S(O)R?); sulfamido (-SOzNRaRb); o fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son
independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C+-Cg), alquilo (C1-Cs) 0 amino; o cuando dos posiciones
adyacentes en el anillo de fenilo estan sustituidas con grupos alcoxilo, estos grupos, junto con los atomos de
carbono a los que estan unidos, pueden unirse para formar un anillo heterociclico dioxolano (-OCH20-) o dioxano
(-OCH2CH20-) de 5 6 6 miembros; en los que R%, R® y R® son independientemente H, alquilo (C1-Cs) 0 fenilo;

siempre que R* no sea 3-nitrofenilo o 4-nitrofenilo, y
cuando R* es fenilo, entonces R' no es fenilo,

cuando R* es 3-clorofenilo, entonces R no es fenilamino o
cuando R* es 4-clorofenilo, entonces R' no es metilo.

Se prefieren los compuestos de la férmula general cuando:

X'y X’ son independientemente O 0 S;
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R'es

a) H, alquilo (C+-Cs), haloalquilo (C+-Cs), cianoalquilo (C1-Ce), alcoxicarbonil (C1-Cg)-alquilo (C4-Cs), alcoxilo (C1-Cg) 0
benciloxilo;

b) fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 5 H; halo; nitro; ciano;
hidroxilo; alquilo (C1-Ce); haloalquilo (C+-Cs); cianoalquilo (C1-Ce); hidroxialquilo (C1-Ce); alcoxilo (C4-Cs); haloalcoxilo
(C1-Ce); alcoxi (C1-Cg)-alquilo (C4-Cs); alcanoiloxi (C1-Ce)-alquilo (C+-Cs); alquenilo (C2-Ce) opcionalmente sustituido
con halo, ciano, alquilo (C1-C4) o alcoxilo (C4-C4); alquinilo (C2-Cs) opcionalmente sustituido con halo o alquilo (C+-
C4); formilo; carboxilo; alquil (C+-Cg)-carbonilo; haloalquil (C+-Cs)-carbonilo; benzoilo; alcoxi (C+-Cs)-carbonilo;
alcanoiloxilo (C1-Cs) (-OCOR?); carboxamido (-CONR?R®); amido (-NR*COR®); alquil (C1-Ce)-sulfonilo; alquil (C1-Ce)-
sulfoxido (-S(O)R?); sulfamido (-SO2NR?R®); o fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son
independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C1-Cg), alquilo (C1-Cs) 0 amino; o cuando dos posiciones
adyacentes en el anillo de fenilo estan sustituidas con grupos alcoxilo, estos grupos, junto con los atomos de
carbono a los que estan unidos, pueden unirse como una unién (-OCH20-) o (-OCH2CH>0-) para formar un anillo
heterociclico dioxolano o dioxano de 5 6 6 miembros;

¢) benzotiofen-2-ilo o benzofuran-2-ilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente
de 1 a 3 halo, nitro, hidroxilo, alquilo (C+4-Cs) 0 alcoxilo (C+-Ce);

d) 2, 3 6 4-piridilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, ciano,
nitro, hidroxilo, alquilo (C1-Cg), alcoxilo (C1-Cs) 0 haloalcoxilo (C+-Cs);

e) heterociclo de 5 miembros sustituido o no sustituido seleccionado de furilo, tiofenilo, triazolilo, pirazolilo, tiazolilo,
isotiazolilo, oxazolilo o isooxazolilo en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, hidroxilo,
alquilo (C1-Cs), alcoxilo (C1-Cs), carboxilo, alcoxi (C1-Ce)-carbonilo (-CO2R?) o fenilo sustituido o no sustituido en el
que los sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alquilo (C1-Cg), haloalquilo (C+.Cs), alcoxilo (C+-
Cs), haloalcoxilo (C1-Cs), carboxilo o alcoxi (C1-Ca)-carbonilo (-CO2R?);

f) fenilalquilo (C1-Ce), fenilalcoxi (C1-Ce)-alquilo (C1-Cs) o fenoxialquilo (C4-Cs) sustituido o no sustituido por aromatico
en el que los sustituyentes aromaticos son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C1-Cg) 0 alquilo (C1-Ce);
o)

g) fenilamino, fenilalquil (C1-Ce)-amino o fenilcarbonilamino sustituido o no sustituido por aromatico en el que los
sustituyentes aromaticos son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C1-Cs) 0 alquilo (C+-Ce);

en los que R? y R° son independientemente H, alquilo (C1-Ce) o fenilo;

R? y R® son independientemente H, alquilo (C1-Cs), haloalquilo (C1-Ce), cianoalquilo (C+-Cs), hidroxialquilo (C-Ce),
alcoxi (C+-Ce)-alquilo (C4-Cs), fenilo, o juntos como una unién de alcano (-(CHz)x-), una unién de alquiloxialquilo
(-(CH2)yO(CHy)-), una unién de alquilaminoalquilo (-(CH2)yNR*(CHz).-) 0 una unién de alquilbenzoalquilo (-(CHz),-1-
benzo-2-(CHy),-) forman un anillo con el &tomo de carbono al que estan unidos,

enlosquex=de3a7,y=de1a3,z=de1a3yR®esH, alquilo (Ci-Ce) o fenilo; y

R* es fenilo sustituido 0 no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 5 H; halo; nitro;
ciano; hidroxilo; alquilo (C1-Cs); haloalquilo (C1-Cg); cianoalquilo (C+-Cs); hidroxialquilo (C1-Ceg); alcoxilo (C+-Cs);
haloalcoxilo (C1-Cg); alcoxi (C1-Cg)-alquilo (C+-Cs); alcanoiloxi (C1-Ce)-alquilo (C1-Ce); alquenilo  (C2-Ce)
opcionalmente sustituido con halo, ciano, alquilo (C4-Ca) o alcoxilo (C1-Ca4); alquinilo (C2-Ce) opcionalmente sustituido
con halo o alquilo (C1-C4); formilo; carboxilo; alquil (C1-Cg)-carbonilo; haloalquil (C+-Cs)-carbonilo; benzoilo; alcoxi
(C1-Ce)-carbonilo; alcanoiloxilo (C4-Cs) (-OCOR?); carboxamido (-CONRaRb); amido (-NRaCORb); alquil (C+-Ce)-
sulfonilo; alquil (C1-Ce)-sulfoxido (-S(O)R?); sulfamido (-SOzNRaRb); o fenilo sustituido o no sustituido en el que los
sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C+-Cs), alquilo (C1-Cg) 0 amino; o cuando dos
posiciones adyacentes en el anillo de fenilo estan sustituidas con grupos alcoxilo, estos grupos, junto con los atomos
de carbono a los que estan unidos, pueden unirse como una unién (-OCH20-) o (-OCH2CH20-) para formar un anillo
heterociclico dioxolano o dioxano de 5 6 6 miembros; en los que R®y R® son independientemente H, alquilo (C1-Ce)
o fenilo;

siempre que R* no sea 3-nitrofenilo o 4-nitrofenilo, y
cuando R* es fenilo, entonces R' no es fenilo,
cuando R* es 3-clorofenilo, entonces R no es fenilamino o

cuando R* es 4-clorofenilo, entonces R' no es metilo.
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Son mas preferidos los compuestos de la férmula general cuando:

Xes O;

X esOo0S;

R' es

a) H, alquilo (C1-Ce), haloalquilo (C1-Ce) 0 alcoxicarbonil (C1-Cs)-alquilo (C1-Ce);

b) fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 5 H; halo; nitro; ciano;
alquilo (C+-Cs); haloalquilo (C1-Ceg; alcoxilo (C1-Ce); haloalcoxilo (C1-Cg); alquil (C1-Ce)-carbonilo; alcoxi (C1-Ce)-
carbonilo; carboxamido (-CONR®R"); amido (-NRaCORb); o fenilo; o cuando dos posiciones adyacentes en el anillo
de fenilo estan sustituidas con grupos alcoxilo, estos grupos, junto con los atomos de carbono a los que estan
unidos, pueden unirse como una unién (-OCH0-) o (-OCH2CH20-) para formar un anillo heterociclico dioxolano o
dioxano de 5 6 6 miembros;

¢) benzotiofen-2-ilo o benzofuran-2-ilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente
de 1 a 3 halo, nitro, hidroxilo, alquilo (C+4-Cs) 0 alcoxilo (C+-Ce);

d) furilo o tiofenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, nitro,
alquilo (C+-Ce), alcoxilo (C1-Cs), carboxilo, alcoxi (C1-Cs)-carbonilo (-CO2R?) o fenilo;

e) fenilalquilo (C4-Cs), fenilalcoxi (C+-Ce)-alquilo (C4-Ce) o fenoxialquilo (C4-Cs) sustituido o no sustituido por
aromatico en el que los sustituyentes aromaticos son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C4-Cs) 0
alquilo (C1-Ce); 0

f) fenilamino, fenilalquil (C1-Ce)-amino o fenilcarbonilamino sustituido o no sustituido por aromatico en el que los
sustituyentes aromaticos son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C1-Cs) 0 alquilo (C1-Ce);

en los que R? y R° son independientemente H, alquilo (C1-Ce) o fenilo;

R? y R® son independientemente H, alquilo (C1-Cs), haloalquilo (C+-Cs), alcoxi (C1-Ce)-alquilo (C4-Ce), fenilo, o juntos
como una unién de alcano (-(CHz)x-), una unién de alquiloxialquilo (-(CH2)yO(CHz).-), una unién de alquilaminoalquilo
(-(CH2)yNR*(CH2),-) 0 una unién de alquilbenzoalquilo (-(CHz),-1-benzo-2-(CHy),-) forman un anillo con el atomo de
carbono al que estan unidos,

enlosquex=de3a7,y=de1a3,z=de1a3yR®esH, alquilo (Ci-Ce) o fenilo; y

R* es fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 5 H; halo; nitro;
ciano; alquilo (C+-Cs); haloalquilo (C1-Ce); alcoxilo (C+-Cs); haloalcoxilo (C1-Ce); alquil (C4-Cs)-carbonilo; alcoxi (C+-
Ce)-carbonilo; carboxamido (-CONRaRb); amido (-NRaCORb); o fenilo; o cuando dos posiciones adyacentes en el
anillo de fenilo estan sustituidas con grupos alcoxilo, estos grupos, junto con los atomos de carbono a los que estan
unidos, pueden unirse como una unién (-OCH0-) o (-OCH2CH20-) para formar un anillo heterociclico dioxolano o
dioxano de 5 6 6 miembros; en los que R®y R® son independientemente H, alquilo (C1-Cs) o fenilo;

siempre que R* no sea 3-nitrofenilo o 4-nitrofenilo, y

cuando R* es fenilo, entonces R' no es fenilo,

cuando R* es 3-clorofenilo, entonces R no es fenilamino o

cuando R* es 4-clorofenilo, entonces R' no es metilo.

Son incluso mas preferidos los compuestos de la formula general cuando:

Xy X son O;

R' es fenilo, 4-clorofenil-, 4-etilfenil-, 2-etil-3,4-etilendioxifenilo, 3-fluorofenil-, 2-fluoro-4-etilfenil-, 2-metil-3-
metoxifenil-, 2-etil-3-metoxifenilo, 3-metilfenil-, 2-metoxifenil-, 2-nitrofenil-, 3-nitrofenil-, 2-furanil-, bencil-, benzotiofen-
2-il-, fenilamino-, benciloximetilo, fenoximetil-, 3-toluoilamino-, bencilamino-, benzoilamino-, etoxicarboniletil- o 3-
cloro-2,2,3,3-tetrafluoroetilo;

R? y R® son independientemente metilo, etilo, o juntos como una union de tetrametileno (-(CH2)s4-), 4-pirano

(-CH2CH>OCH>CHa-) o metillenbenzoetileno (-CHz-1-benzo-2-CH>CHa-) forman un anillo con el atomo de carbono al
que estan unidos; y
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R* es fenilo, 4-bifenilo, 4-clorofenilo, 2,4-dimetoxifenilo, 3,5-dimetilfenilo, 2-metoxifenilo, 3,4-metilendioxifenilo, 3-
trifluorometilfenilo o 4-triflurometoxifenilo;

siempre que cuando R* es fenilo, entonces R' no es fenilo.

Los compuestos de la presente invencion mas preferidos son los siguientes:

R3
R2 Q
HN’N\f

R1/ R4
Compuesto R1 R2 R3 R4
RG-120001 PhNHC(O)- CHa- CHa- 3-CFa-Ph-
RG-120002 3-F-benzoil- CHs- CH- 3,5-i-CHa-Ph-
RG-120003 2-furanoil- (CH2)s- 3,5-di-CHy-Ph-
RG-120004 CCIF2CF.C(O)- CH:CH> |  CH 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120005 4-CH4CH-benzoil- _CHoCH2OCH.CHz- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120006 PhCHzOCH:C(O)- CHr | CHr 3-CFa-Ph-
RG-120008 2-CHsCHz-3-CHsO-benzoil- “CHoCH,0CH.CH>- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120009 PhCHzOCH:C(O)- _CHoCH,0CH.CH>- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120011 Benzoil- -(CHo)s- 3,5-di-CHy-Ph-
RG-120012 2-furanoil- CHs- CHs- 2-CHsO-Ph-
RG-120013 PhOCH.C(O)- _CHoCH,0CH.CH>- Ph-
RG-120014 CH3CH20C(O)CH2CHzC(O)- -(CHo)s- Ph-
RG-120015 Benzoil- CHs- CHs- 3-CF4-Ph-
RG-120016 2-CH3CHz-3-CH40-benzoil- CHa- CHa- 2-CHsO-Ph-
RG-120017 PhNHC(O)- CHa- CHa- 3,4-OCH,0-Ph-
RG-120018 PhCHzOCH:C(O)- CH- CH- 2-CHsO-Ph-
RG-120019 Benzoil- _CH2CHzOCH.CH2- 3,5-i-CHa-Ph-
RG-120020 2-CHaCHz-3-CHsO-benzoil- CHa- CHa- 4-Ph-Ph-
RG-120021 PhCH=C(O)- CH- CH- 3-CFa-Ph-
RG-120022 2-CHaCHz-3-CHsO-benzoil- CHa- CHa- 4-CF40-Ph-
RG-120023 2-CH3CHz-3-CH40-benzoil- CH- CH- 3,4-OCH,0-Ph-
RG-120024 4-Cl-benzoil- CHa- CH- 3,5-i-CHa-Ph-
RG-120025 PhNHC(O)- CHa- CHa- 2-CHsO-Ph-
RG-120026 4-CH4CH,-benzoil- CHa- CHa- 2-CHsO-Ph-
RG-120027 PhNHC(O)- _CHoCH2OCH.CH2- Ph-
RG-120029 PhOCH,C(O)- CHr | CHr 4-CF50-Ph-
RG-120030 PhCH.C(0)- -(CHo)s- Ph-
RG-120031 CH3CH20C(O)CH2CHzC(O)- -(CHo)s- 3,5-di-CHy-Ph-
RG-120033 Benzoil- CHr | CHy 4-CF40-Ph-
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RG-120034 PhCH>OCH2C(O)- -CH2CH2OCH2CH2- Ph-
RG-120035 4-CH3CHz-benzoil- CHs- CHs- 4-Cl-Ph-
RG-120037 2-CH3-3-CH30-benzoil- -CH3-1-benzo-2-CH2CH,- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120038 CH3CH20C(O)CH2CH2C(0)- CHs- CHs- 2,4-di-CH30O-Ph-
RG-120039 Benzoil- CH3CH2- CHs- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120040 4-CH3CHz-benzoil- -(CHz)s- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120041 PhOCH2C(0)- -(CHz)s- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120042 2-CHs-3-CH30-benzoil- CHs- | CHs- Ph-
RG-120044 Benzoil- -CH2CH2OCH2CH3- Ph-
RG-120045 2-CH3-3-CHs0-benzoil- CHs- | CHs- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120046 PhCH2C(O)- -(CHz)4- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120047 benzotiofen-2-C(O)- CHs- | CHs- 2-CH30-Ph-
RG-120048 PhOCH2C(O)- -CH2CH2OCH2CH2- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120049 2-CH3CH2-3-CH30-benzoil- -(CH2)4- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120050 PhCH>OCH2C(O)- CH3CHz- CHas- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120051 PhNHC(O)- CH3CH>- CHs- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120052 PhCH.OCH2C(O)- -(CH2)4- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120054 PhNHC(O)- -CH2CH2OCH2CH2- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120055 4-CH3CHa-benzoil- CHs- 4-CF30-Ph-
RG-120056 3-CHsPhNHC(O)- CHs- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120057 PhOCH2C(0)- CHs- 2-CH30-Ph-
RG-120058 2-CH3CH2-3-CH30-benzoil- CHs- 2,4-di-CH30O-Ph-
RG-120059 CCIF2CF2C(0)- CHs- 3-CFs-Ph-
RG-120060 4-CH3CHz-benzoil- CHs- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120061 4-CH3CHz-benzoil- CHs- 3,4-OCH20-Ph-
RG-120062 CCIF2CF2C(0)- CHs- 2-CH30-Ph-
RG-120063 CCIF2CF2C(0)- -(CH2)s- Ph-
RG-120066 PhCH>OCH2C(O)- CHs- CHs- 4-CF30-Ph-
RG-120067 PhNHC(O)- CHs- CHs- 4-Cl-Ph-
RG-120069 2-CH3CH2-3-CH30-benzoil- CH3CH2- CHs- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120070 2-furanoil- CHs- CHs- 3-CF3-Ph-
RG-120071 2-furanoil- -(CH2)4- Ph-
RG-120072 PhNHC(O)- CHs- CHs- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120073 CCIF2CF2C(0)- CHs- CHs- 4-Cl-Ph-
RG-120075 2-CH30-benzoil- CHs- CHs- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120076 2-CH3CHa-3-CH30-benzoil- CH3CH>- CHs- Ph-
RG-120077 3-CHs-benzoil- CHs- CHs- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120078 PhCH2C(O)- CHs- CHs- 2,4-di-CH30O-Ph-
RG-120079 PhOCH2C(O)- CHs- CHs- 2,4-di-CH30O-Ph-
RG-120080 2-CH3CH2-3-CH30-benzoil- CHs- CHs- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120081 PhCH2C(O)- CHs- CHas- 3,4-OCH20-Ph-
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RG-120082 2-furanoil- CHs- CHs- 4-CI-Ph-
RG-120083 CH3CH20C(O)CH2CH2C(0)- CHs- CHs- 3,4-OCH20-Ph-
RG-120084 PhCH2C(0)- -CH2CH2OCH2CH2- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120086 2-CH3-3-CH30-benzoil- -CH2CH2OCH2CH2- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120087 benzotiofen-2-C(O)- CHs- CHs- 4-CI-Ph-
RG-120088 PhCH2NHC(O)- CHs- CHs- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120089 Benzoil- -(CH2)4- Ph-
RG-120090 CCIF2CF2C(0)- -(CH2)4- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120091 3-NO2-benzoil- CHs- CHs- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120092 2-CH3CH.-3-CH30-benzoil- -(CHy)4- Ph-
RG-120093 2-CH3CH2-3-CH30-benzoil- CHs- CHs- 3-CF3-Ph-
RG-120094 2-furanoil- CHs- CHs- 4-CF30-Ph-
RG-120095 PhNHC(O)- CH3CH»- CHs- Ph-
RG-120096 Benzoil- CHs- CHs- 2,4-di-CH3O-Ph-
RG-120098 2-NO2-benzoil- CHs- CHs- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120099 2-CH3CH2-3-CH30-benzoil- CHs- CHs- 4-Cl-Ph-
RG-120100 2-furanoil- CH3CH»- CHs- Ph-
RG-120102 2-furanoil- CHs- CHs- 2,4-di-CH3O-Ph-
RG-120103 PhOCH2C(0)- CH3CH2- CHs- Ph-
RG-120106 2-furanoil- CH3CHa- CHs- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120108 benzotiofen-2-C(0)- CHs- CHs- 3-CF3-Ph-
RG-120109 benzotiofen-2-C(0)- CHs- CHs- 4-CF30-Ph-
RG-120110 PhCH>OCH.C(O)- CHs- CHs- 2,4-di-CH30O-Ph-
RG-120111 PhC(O)NHC(O)- CHs- CHs- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120112 PhNHC(O)- -(CHz)s- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120114 PhNHC(O)- CHs- CHs- 2,4-di-CH30O-Ph-
RG-120115 4-CH3CHa-benzoil- CHs- CHs- Ph-
RG-120117 PhCH>OCH.C(O)- CHs- CHs- 4-CI-Ph-
RG-120118 Benzoil- CH3CHa- CHs- Ph-
RG-120120 PhCH2C(0)- CH3CH2- CHs- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120121 PhCH2C(O)- CHs- CHs- 4-Cl-Ph-
RG-120122 PhNHC(O)- CHs- CHs- 4-CF30-Ph-
RG-120124 4-CH3CHa-benzoil- -CH>CH>OCH>CH»- Ph-
RG-120125 4-CH3CHa-benzoil- -(CHy)4- Ph-
RG-120126 CH3CH20C(O)CH2CH2C(0)- CH3CHz- CHs- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120127 PhOCH2C(O)- CHs- CHs- 3,4-OCH20-Ph-
RG-120128 4-CH3CHa-benzoil- H3CH,- CHs- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120129 benzotiofen-2-C(O)- CHs- CHs- 2,4-di-CH30-Ph-
RG-120130 PhCH2C(O)- -CH2CH2OCH2CH2- Ph-
RG-120132 PhNHC(O)- -(CH2)s- Ph-
RG-120133 benzotiofen-2-C(O)- CH3CHa- CHs- Ph-
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RG-120135 4-CH3CHz-benzoil- CHs- CHs- 2,4-di-CH3O-Ph-
RG-120137 4-CH3CHz-benzoil- CH3CH»- CHs- Ph-
RG-120138 2-furanoil- -CH2CH>OCH2CH,- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120140 benzotiofen-2-C(O)- CHs- CHs- 3,4-OCH>0-Ph-
RG-120141 PhOCH2C(0)- CH3CH2- CHs- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120142 4-CH3CHz-benzoil- CHs- CHs- 4-Ph-Ph-
RG-120144 CH3CH>OC(0)CH2CH2C(O)- CHs- CHs- 2-CH30-Ph-
RG-120145 PhCH>OCH.C(O)- CHs- CHs- 3,4-OCH20-Ph-
RG-120146 PhCH2C(O)- CH3CHz- CHs- Ph-
RG-120147 Benzoil- CHs- CHs- 2-CH30-Ph-
RG-120148 4-CH3CHa-benzoil- CHs- CHs- 3-CF3-Ph-
RG-120149 2-furanoil- CHs- CHs- 3,4-OCH20-Ph-
RG-120150 benzotiofen-2-C(0)- -(CHy)4- Ph-
RG-120151 Benzoil- CHs- CHs- 4-Cl-Ph-
RG-120152 benzotiofen-2-C(O)- -(CH2)s- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-120153 CH3CH20C(0)CH2CH2C(O)- CHs- CHs- 3-CF3-Ph-
RG-120154 PhCH-OCH.C(O)- CH3CH»- CHs- Ph-
RG-120155 PhCH>OCH.C(O)- -(CH2)4- Ph-
RG-120156 Benzoil- CHs- CHs- 3,4-OCH20-Ph-
RG-120157 PhCH2C(0)- CHs- CHs- 2-CH30-Ph-
RG-120158 PhOCH2C(0)- -(CH2)s- Ph-
RG-120159 2-CH3CH2-3-CH30-benzoil- -CH2CH>OCH2CH>- Ph-
RG-120160 PhCH2C(0)- CHs- CHs- 4-CF30-Ph-
RG-120161 benzotiofen-2-C(O)- CH3CH»- CHs- 3,5-di-CHs-Ph-
RG-120162 PhOCH2C(0)- CHs- CHs- 4-CI-Ph-
RG-120163 PhOCH2C(0)- CHs- CHs- 3-CF3-Ph-
RG-120164 CH3CH>OC(0)CH2CH2C(O)- CHs- CHs- 4-CI-Ph-
RG-121513 2-F-4-CH3CHa-benzoil- CHs- CH3CH2- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-121514 2-F-4-CH3CHz-benzoil- -(CH2)s- Ph-
RG-121515 2-F-4-CH3CHa-benzoil- -(CHz)s- 3,5-di-CH3-Ph-
RG-121516 2-F-4-CH3CHa-benzoil- CHs- CHs- Ph-
RG-121517 2-CH3CH.-3,4-OCH>CH»0O-benzoil- CHs- CHs- Ph-
RG-121518 2-CH3CH2-3,4-OCH>CH20-benzoil- CHs- CH3CH»- 3,5-di-CHs-Ph-

Puesto que los compuestos de la férmula general de la presente invencion pueden contener varios atomos de
carbono estereogénicos, los compuestos pueden existir como enantiémeros, diasteredmeros, estereoisomeros o sus
mezclas, aunque un centro estereogénico esté explicitamente especificado.

DEFINICIONES

El término “alquilo” incluye grupos alquilo tanto de cadena lineal como ramificada. Los grupos alquilo tipicos
incluyen, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, isobutilo, terc-butilo, n-pentilo, isopentilo,
n-hexilo, n-heptilo, isooctilo, nonilo y decilo.

El término “halo” se refiere a fluoro, cloro, bromo o yodo.
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El término “haloalquilo se refiere a un grupo alquilo sustituido con uno o mas grupos halo tales como, por ejemplo,
clorometilo, 2-bromoetilo, 3-yodopropilo, trifluorometilo y perfluoropropilo.

El término “cicloalquilo” se refiere a una estructura de anillo alifatico ciclico, opcionalmente sustituido con alquilo,
hidroxilo o halo, tal como ciclopropilo, metilciclopropilo, ciclobutilo, 2-hidroxiciclopentilo, ciclohexilo y 4-
clorociclohexilo.

El término “hidroxialquilo” se refiere a un grupo alquilo sustituido con uno o mas grupos hidroxilo tales como, por
ejemplo, hidroximetilo y 2,3-dihidroxibutilo.

El término “alquilsulfonilo” se refiere a un resto sulfonilo sustituido con un grupo alquilo tal como, por ejemplo, mesilo
y n-propilsulfonilo.

El término “alquenilo” se refiere a un grupo hidrocarbonado etilénicamente insaturado, de cadena lineal o ramificada,
que tiene 1 6 2 uniones etilénicas tales como, por ejemplo, vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, isopropenilo y 2-
pentenilo.

El término “haloalquenilo” se refiere a un grupo alquenilo sustituido con uno o mas grupos halo.

El término “alquinilo” se refiere a un grupo hidrocarbonado insaturado, lineal o ramificado, que tiene 1 6 2 uniones
acetilénicas tales como, por ejemplo, etinilo y propargilo.

El término “alquilcarbonilo” se refiere a una funcionalidad alquilceto, por ejemplo acetilo, n-butirilo y similares.

El término “heterociclilo” o “heterociclo” se refiere a un anillo sustituido o no sustituido; saturado, parcialmente
insaturado o insaturado, de 5 6 6 miembros, que contiene uno, dos o tres heteroatomos, preferiblemente uno o dos
heteroatomos seleccionados independientemente del grupo que consiste en oxigeno, nitrégeno y azufre. Los
ejemplos de heterociclilos incluyen, por ejemplo, piridilo, tienilo, furilo, pirimidinilo, pirazinilo, quinolinilo, isoquinolinilo,
pirrolilo, indolilo, tetrahidrofurilo, pirrolidinilo, piperidinilo, tetrahidropiranilo, morfolinilo, piperazinilo, dioxolanilo y
dioxanilo.

El término “alcoxilo” incluye grupos alquilo tanto de cadena lineal como ramificada unidos a un atomo de oxigeno
terminal. Los grupos alcoxilo tipicos incluyen, por ejemplo, metoxilo, etoxilo, n-propoxilo, isopropoxilo y terc-butoxilo.

El término “haloalcoxilo” se refiere a un grupo alcoxilo sustituido con uno o mas grupos halo tales como, por ejemplo
clorometoxilo, trifluorometoxilo, difluorometoxilo y perfluoroisobutoxilo.

El término “alquiltio” incluye grupos alquilo tanto de cadena lineal como ramificada, unidos a un atomo de azufre
terminal tal como, por ejemplo metiltio.

El término “haloalquiltio” se refiere a un grupo alquiltio sustituido con uno 0 méas grupos halo tales como, por ejemplo
trifluorometiltio.

El término “alcoxialquilo” se refiere a un grupo alquilo sustituido con un grupo alcoxilo tal como, por ejemplo,
isopropoximetilo.

“Cromatografia en gel de silice” se refiere a un método de purificacion en el que se aplica una sustancia quimica de
interés como una muestra concentrada a la parte superior de una columna vertical de gel de silice o gel de silice
quimicamente modificado contenido en un cilindro de vidrio, plastico o metal, y la elucién de tal columna con un
disolvente o mezcla de disolventes.

“Cromatografia ultrarrapida” se refiere a cromatografia en gel de silice realizada bajo presion de aire, argén o
nitrégeno normalmente en el intervalo de 10 a 50 psi.

“Cromatografia en gradiente” se refiere a cromatografia en gel de silice en la que la sustancia quimica se eluye de
una columna con una composiciéon que cambia progresivamente de una mezcla de disolventes.

“Rf” es un término de cromatografia en capa fina que se refiere a la distancia fraccional de movimiento de una
sustancia quimica de interés sobre una placa de cromatografia en capa fina, con respecto a la distancia de
movimiento del sistema de disolventes en elucién.

El término “aislado” para los fines de la presente invencidén designa un material biolégico (4cido nucleico o proteina)
que se ha retirado de su entorno original (el entorno en que esta presente de manera natural). Por ejemplo, un
polinucleétido presente en estado natural en una planta o un animal no esta aislado, sin embargo el mismo
polinucleétido separado de los acidos nucleicos adyacentes en que esta presente de manera natural, se considera
“aislado”. El término “purificado” no requiere que el material esté presente en una forma que muestre pureza
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absoluta, excluyendo la presencia de otros compuestos. Es mas bien una definicién relativa.

Un polinucledtido esta en el estado “purificado” tras la purificacién 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 covalentemente denominadas
nucleétidos. Acido nucleico incluye poli(acido ribonucleico) (ARN) y poli(acido desoxirribonucleico) (ADN), pudiendo
ser ambos monocatenarios o bicatenarios. EI ADN incluye, pero no se limita a, ADNc, ADN gendmico, ADN de
plasmidos, ADN sintético y ADN semi-sintético. El ADN puede ser lineal, circular o superenrollado.

Una “molécula de acido nucleico” se refiere a la forma polimérica de éster fosfato de ribonucledsidos (adenosina,
guanosina, uridina o citidina; “moléculas de ARN”) o desoxirribonucledsidos (desoxiadenosina, desoxiguanosina,
desoxitimidina o desoxicitidina; “moléculas de ADN”), o cualquier analogo de fosfoéster de los mismos, tales como
fosforotioatos y tioésteres, o bien en forma monocatenaria o bien como una hélice bicatenaria. Son posibles hélices
de 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 o secundaria de la molécula y no la limita a ninguna forma
terciaria particular. Por tanto, este término incluye ADN bicatenario encontrado, entre otros en moléculas de ADN
lineales o circulares (por ejemplo, fragmentos de restriccion), plasmidos y cromosomas. Al comentar la estructura de
moléculas de ADN bicatenarias particulares, las secuencias pueden describirse en el presente documento segun el
convenio normal de facilitar sélo la secuencia en el sentido de 5’ a 3 a lo largo de la cadena no transcrita de ADN
(es decir, la cadena que tiene una secuencia homologa al ARNm). Una “molécula de ADN recombinante” es una
molécula que se ha sometido a manipulacién de biologia molecular.

El término “fragmento” se entendera que significa una secuencia de nucleétido de longitud reducida con respecto al
acido nucleico de referencia y que comprende, en la parte comun, una secuencia de nucleétido idéntica al acido
nucleico de referencia. Un fragmento de acido nucleico de este tipo segun la invencién puede estar incluido, cuando
sea apropiado, en un polinucleétido mas largo del que es un constituyente. Tales fragmentos comprenden, o
alternativamente consisten en, oligonucleé6tidos 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 o 1500 nucleétidos consecutivos de un &cido nucleico segun la invencion.

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 nucleotidicas sintéticas, no naturales o alteradas. Un
fragmento de &cido 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 nucleétidos que codifican para un polipéptido, e incluye acidos nucleicos de
ADNc y ADN genoémico. “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 reguladoras y/o codificantes 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 a 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 enddgeno” se refiere a un gen nativo en su ubicacién natural en el genoma de un
organismo. Un gen “foraneo” o gen “heter6logo” se refiere a un gen normalmente no encontrado en el organismo
huésped, sino 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 “heterologo” se refiere a ADN no ubicado de manera natural en la célula, o en un sitio cromos6mico de la
célula. Preferiblemente, el ADN heterélogo incluye un gen foraneo a la célula.

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

Una molécula de acido nucleico “puede hibridarse” con otra molécula de &cido nucleico, tal como un ADNc, ADN
gendmico o ARN, cuando una forma monocatenaria de la molécula de acido nucleico puede aparearse con otra
molécula de &cido nucleico en condiciones apropiadas de temperatura y fuerza iénica de la disolucion (véase
Sambrook et al., 1989 citado posteriormente). Se conocen bien las condiciones de hibridacion y lavado y se facilitan
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 capitulo 11 y tabla 11.1 en
ese documento (incorporado en el presente documento en su totalidad como referencia). Las condiciones de
temperatura y fuerza ionica determina la “rigurosidad” de la hibridacién. Las condiciones de rigurosidad pueden
ajustarse para seleccionar fragmentos moderadamente similares, tales como secuencias homdlogas de organismos

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2445 822 T3

relacionados de manera distante, hasta fragmentos altamente similares, tales como genes que duplican las enzimas
funcionales de organismos estrechamente relacionados. Para la seleccion preliminar de acidos nucleicos
homologos, pueden usarse condiciones de hibridacién de baja rigurosidad, que se corresponden con una T, de 559,
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 hibridacion de rigurosidad moderada se corresponden con una Tm superior, por ejemplo,
formamida al 40%, con 5x o 6x SCC. Las condiciones de hibridacién de alta rigurosidad se corresponden con la Tr,
mas alta, por ejemplo, formamida al 50%, 5x o 6x SCC.

La hibridacion requiere que los dos &cidos 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 relacién entre bases de nucleétido que pueden hibridarse entre si. Por ejemplo, con respecto
al ADN, adenosina es complementaria a timina y citosina es complementaria a guanina. Por consiguiente, la
presente invencién también incluye fragmentos de &cido nucleico aislados que son complementarios a las
secuencias completas tal como se da a conocer o se usa en el presente documento, asi como aquellas secuencias
de &cido nucleico sustancialmente similares.

En una realizacion especifica de la invencion, los polinucleétidos se detectan empleando condiciones de hibridacion
que comprenden una etapa de hibridacion a Tm de 55°C, y utilizando condiciones tal como se expusieron
anteriormente. En una realizacion preferida, la T es de 60°C; en una realizacion mas preferida, la T es de 63°C; en
una realizacién incluso mas preferida, la T, es de 65°C.

Los lavados posteriores a la hibridacion también determinan las condiciones de rigurosidad. Un conjunto de
condiciones preferidas usa una serie de lavados partiendo de 6X SSC, SDS al 0,5% a temperatura ambiente durante
15 minutos (min.), repetidos después con 2X SSC, SDS al 0,5% a 45°C durante 30 minutos, y repetidos después 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 indicados anteriormente excepto por la
temperatura de los dos lavados finales de 30 min. en 0,2 X SSC, SDS al 0,5%, que se aument6 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 complementarias, 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 del grado
de complementacion, variables bien conocidas en la técnica. Cuanto mayor es el grado de similitud u homologia
entre dos secuencias de nucleétido, mayor es el valor de Tr, para hibridos de acidos nucleicos que tienen esas
secuencias. La estabilidad relativa (que se corresponde con una Tm superior) de las hibridaciones de &acidos
nucleicos disminuye en el orden siguiente: ARN:ARN, ADN:ARN y ADN:ADN. Para hibridos de longitud mayor de
100 nucledtidos, se han obtenido 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 posicién de los
apareamientos erréneos se vuelve mas importante y la longitud del oligonucleétido determina su especificidad
(véase Sambrook et al., citado anteriormente, 11.7-11.8).

En una realizacion especifica de la invencion, los polinucleétidos se detectan empleando condiciones de hibridacion
que comprenden una etapa de hibridacion en sal a menos de 500 mM y a al menos 37 grados centigrados, y una
etapa de lavado en 2X SSPE a al menos 63 grados centigrados. En una realizacion preferida, las condiciones de
hibridacion comprenden sal a menos de 200 mM y al menos 37 grados centigrados para la etapa de hibridacién. En
una realizacién mas preferida, las condiciones de hibridacién comprenden 2X SSPE y 63 grados centigrados para
las etapas tanto de hibridacién como de lavado.

En una realizacion, la longitud para un &cido nucleico que puede hibridarse es de al menos aproximadamente 10
nucleétidos. Preferiblemente, una longitud minima para un &cido nucleico que puede hibridarse es de al menos
aproximadamente 15 nucle6tidos; mas preferiblemente de al menos aproximadamente 20 nucleétidos y lo mas
preferiblemente la longitud es de al menos 30 nucleétidos. Ademas, el experto en la técnica reconocera que la
temperatura y la concentracion de sal de la solucién de lavado pueden ajustarse segln sea necesario segun
factores tales como la longitud de la sonda

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

Tal como se usa en el presente documento, el término “oligonucle6tido” se refiere a un acido nucleico, en general de
al menos 18 nucleétidos, que puede hibridarse con una molécula de ADN gendmico, una molécula de ADNc, un
ADN de plasmido o una molécula de ARNm. Los oligonucledtidos pueden marcarse, por ejemplo, con **P-
nucleétidos o nucleétidos con los que se ha conjugado covalentemente un marcador, tal como biotina. Un
oligonucledtido marcado puede usarse como sonda para detectar la presencia de un &cido nucleico. Los
oligonucledtidos (pudiendo estar uno o ambos marcados) pueden usarse como cebadores de PCR, para clonar o
bien la longitud completa o bien un fragmento de un &cido nucleico, o para detectar la presencia de un &cido
nucleico. Un oligonucledtido también puede usarse para formar una triple hélice con una molécula de ADN. En
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general, los oligonucleétidos se preparan de manera sintética, preferiblemente en un sintetizador de acidos
nucleicos. Por consiguiente, los oligonucleétidos pueden prepararse con uniones andlogas a fosfoéster que no se
producen de manera natural, tales como uniones de 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 punto de inicio para la sintesis de ADN en condiciones
adecuadas. Tales cebadores pueden usarse en una reacciéon en cadena de la polimerasa.

“Reaccion en cadena de la polimerasa” se abrevia como PCR vy significa un método in vitro para amplificar
enzimaticamente secuencias especificas de &cido nucleico. La PCR implica una serie repetitiva de ciclos de
temperatura comprendiendo cada ciclo tres fases: desnaturalizacién del acido nucleico de molde para separar las
cadenas de la molécula diana, apareamiento de un cebador oligonucleotidico de PCR monocatenario con el acido
nucleico de 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,
determinar la cantidad relativa de esa molécula diana dentro del grupo de partida de acidos nucleicos.

“Reaccion en cadena de la polimerasa-transcripcion inversa” se abrevia como RT-PCR y significa un método in vitro
para producir enzimaticamente una molécula o moléculas de ADNc diana a partir de una molécula o moléculas de
ARN, seguido por la amplificaciéon enzimatica de una secuencia o secuencias especificas de acido nucleico dentro
de la molécula o moléculas de ADNc diana tal como se describio anteriormente. La RT-PCR también proporciona un
medio para detectar la presencia de la molécula diana y, en condiciones cuantitativas o semicuantitativas,
determinar la cantidad relativa de esa molécula diana dentro del grupo de partida de acidos nucleicos.

Una “secuencia codificante” de ADN es una secuencia de ADN bicatenario que se transcribe y 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 nucleétido ubicadas aguas arriba (secuencias no
codificantes en 5’), dentro de 0 aguas abajo (secuencias no codificantes en 3’) de una secuencia codificante, y que
influyen en la transcripcion, procesamiento o estabilidad de ARN, o traduccién de la secuencia codificante asociada.
Las secuencias reguladoras pueden incluir promotores, secuencias lider de traduccién, intrones, secuencias de
reconocimiento de poliadenilacion, sitio de procesamiento de ARN, sitio de unién de efectores y estructura de tallo-
bucle. Los limites de la secuencia codificante estan determinados por un codén de inicio en el extremo 5’ terminal
(amino) y por un codén de terminacion de la traduccién en el extremo 3’ terminal (carboxilo). Una secuencia
codificante puede incluir, pero no se limita a, secuencias de procariotas, ADNc a partir del ARNm, secuencias de
ADN gendmico e incluso secuencias de ADN sintético. Si la secuencia codificante esta destinada a la expresion en
una célula eucariota, habitualmente se ubicara una sefal de poliadenilacién y una secuencia de terminacion 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 de ADN,
ADNCc o bien de ARN, que comprende una sefal de inicio o un codén de inicio de la traduccién, tal como ATG o
AUG, y un coddn de terminacion y que puede traducirse potencialmente en una secuencia de polipéptido

El término “cabeza con cabeza” se usa en el presente documento para describir la orientacién de dos secuencias de
polinucleétido una en relacién con la otra. Dos polinucleétidos estan colocados en una orientacion cabeza con
cabeza cuando el extremo 5 de la cadena codificante en un polinucleétido es adyacente al extremo 5’ de la cadena
codificante en el otro polinucleétido, por lo que el sentido de transcripcién de cada polinucleétido avanza alejandose
del extremo 5’ del otro polinucleétido. El término “cabeza con cabeza” puede abreviarse (5°) con (5°) y también puede
indicarse mediante los simbolos (<« —) 0 (3'<5'5'"-3).

El término “cola con cola” se usa en el presente documento para describir la orientacion de dos secuencias de
polinucleétido una en relacion con la otra. Dos polinuclettidos estan colocados en una orientacion cola con cola
cuando el extremo 3’ de la cadena codificante de un polinucle6tido es adyacente al extremo 3’ de la cadena
codificante del otro polinucleétido, por lo que el sentido de transcripcion de cada polinucleétido avanza hacia el otro
polinucleétido. El término “cola con cola” puede abreviarse (3’) con (3') y también puede indicarse mediante los
simbolos (— «) 0 (5°—3'3'<5’).

El término “cabeza con cola” se usa en el presente documento para describir la orientacion de dos secuencias de
polinucleétido una en relacion con la otra. Dos polinucleétidos estan colocados en una orientacién cabeza con cola
cuando el extremo 5 de la cadena codificante de un polinucle6tido es adyacente al extremo 3’ de la cadena
codificante del otro polinucleétido, por lo que el sentido de transcripcion de cada polinucleétido avanza en el mismo
sentido que el del otro polinucleétido. El término “cabeza con cola” puede abreviarse (5°) con (3') y también puede
indicarse mediante los simbolos (— —) 0 (5'>3'5'—-3).

El término “aguas abajo” se refiere a una secuencia de nucledtido que esta ubicada hacia 3’ con respecto a la
secuencia de nucledtido de referencia. En particular, secuencias de nucleétido aguas abajo se refiere en general a
secuencias que siguen al punto de inicio de la transcripcién. Por ejemplo, el codén de inicio de la transcripcion de un
gen esta ubicado aguas abajo del sitio de inicio de la transcripcion.
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El término “aguas arriba” se refiere a una secuencia de nucleétido que esta ubicada hacia 5’ con respecto a la
secuencia de nucleotido de referencia. En particular, secuencias de nucleétido aguas arriba se refiere en general a
secuencias que estan ubicadas en el lado de 5’ de una secuencia codificante o punto de inicio de la transcripcién.
Por ejemplo, la mayoria de los promotores estan ubicados aguas arriba del sitio de inicio de transcripcion.

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

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

Pueden usarse varios métodos conocidos en la técnica para propagar un polinucleétido segun la invencion. Una vez
que se ha establecido un sistema huésped y condiciones de crecimiento adecuados, pueden propagarse vectores de
expresion recombinantes 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: virus de seres
humanos o animales tales como el virus vaccinia o adenovirus; virus de insectos tales como baculovirus; vectores de
levaduras; vectores de bacteriéfagos (por ejemplo, lambda) y vectores de ADN de plasmido y cosmido, por nombrar
s6lo algunos.

Un “vector” es cualquier medio para la clonacion de y/o la transferencia de un &cido nucleico en una célula huésped.
Un vector puede ser un replicon al que puede unirse otro segmento de ADN para provocar la replicacion del
segmento unido. Un “replicdn” es cualquier elemento genético (por ejemplo, plasmido, fago, coésmido, cromosoma,
virus) que funciona como una unidad auténoma de replicacién 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 nuamero de vectores conocidos en la técnica para
manipular acidos nucleicos, incorporar elementos de respuesta y promotores en genes, etc. Los vectores posibles
incluyen, por ejemplo, plasmidos o virus modificados incluyendo, por ejemplo bacteriéfagos tales como derivados de
lambda, o plasmidos tales como los derivados de plasmido pBR322 o pUC, o el vector Bluescript. Por ejemplo, la
insercién de los fragmentos de ADN que se corresponden con elementos de respuesta y promotores en un vector
adecuado puede llevarse a cabo mediante el ligamiento de fragmentos de ADN apropiados en un vector escogido
que tiene extremos terminales cohesivos complementarios. Alternativamente, los extremos de las moléculas de ADN
pueden modificarse enzimaticamente o puede producirse cualquier sitio mediante el ligamiento de secuencias de
nucle6tido (ligadores) en los extremos terminales del ADN. Tales vectores pueden modificarse por ingenieria
genética para contener genes marcadores seleccionables que proporcionan la seleccion 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 génico en células, asi como en sujetos animales vivos. Los vectores virales que pueden usarse incluyen,
pero no se limitan a, vectores de retrovirus, virus adenoasociados, poxvirus, baculovirus, virus vaccinia, virus del
herpes simple, virus de Epstein-Barr, adenovirus, geminivirus y caulimovirus. Los vectores no virales incluyen
plasmidos, liposomas, lipidos cargados eléctricamente (citofectinas), complejos de ADN-proteinas y biopolimeros.
Ademas de un &cido nucleico, un vector puede comprender también una o mas regiones reguladoras y/o
marcadores seleccionables Utiles en la seleccién, medicién y monitorizacion de resultados de transferencia de acido
nucleico (transferencia a tejidos, duracion de expresion, etc.).

El término “plasmido” se refiere a un elemento extracromosoémico que porta a menudo un gen que no forma parte del
metabolismo central de la célula y habitualmente en forma de moléculas de ADN bicatenario circular. Tales
elementos pueden ser secuencias que se replican de manera autébnoma, secuencias de integracion de genoma,
secuencias de fagos o nucleétidos, lineales, circulares o superenrolladas, de un ADN o ARN monocatenario o
bicatenario, derivadas de cualquier fuente, en que varias secuencias de nucleétido se han unido o recombinado en
una unica construccion que puede introducir en una célula un fragmento de promotor y una secuencia de ADN para
un producto génico seleccionado junto con la secuencia no traducida en 3’ apropiada.

Un “vector de clonacién” es un “replicédn”, que es una longitud de unidad de un &cido nucleico, preferiblemente ADN,
que se replica secuencialmente y que comprende un origen de replicacion, tal como un plasmido, fago o céosmido, al
que puede unirse otro segmento de acido nucleico para provocar la replicacion del segmento unido. Los vectores de
clonacion pueden replicarse en un tipo celular y expresarse en otro (“vector lanzadera”)

Los vectores pueden introducirse en las células huésped deseadas mediante métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo transfeccion, electroporacién, microinyeccion, transduccién, fusion celular, DEAE-dextrano, precipitacion de
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fosfato célcico, lipofeccion (fusion de lisosomas), uso de una pistola génica o de un transportador de vector de ADN
(véase, 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 lipofeccién. Durante la dltima
década, ha habido un uso creciente de liposomas para encapsulacion y transfeccion de acidos nucleicos in vitro.
Pueden usarse lipidos catiénicos sintéticos disefiados para limitar las dificultades y peligros encontrados con la
transfeccion mediada por liposomas para preparar liposomas para transfeccion in vivo de un gen que codifica para
un marcador (Felgner et al., 1987, PNAS 84:7413; Mackey, et al., 1988. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:8027-8031;
y Ulmer et al., 1993, Science 259:1745-1748). El uso de lipidos catidénicos puede promover la encapsulacion de
acidos nucleicos cargados negativamente y también promover la fusiébn con membranas celulares cargadas
negativamente (Felgner y Ringold, 1989, Science 337: 387-388). Compuestos y composiciones particularmente
Utiles para transferir acidos nucleicos se describen en las publicaciones de patente internacional WO95/18863 y
WQO96/17823, y en la patente estadounidense n.? 5.459.127. El uso de lipofeccién para introducir genes exégenos en
6rganos 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 seria particularmente preferido en un tejido con heterogeneidad celular, tal como pancreas, higado y
cerebro. Los lipidos pueden acoplarse quimicamente a otras moléculas para el fin del 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 quimicamente a liposomas.

También son Utiles otras moléculas para facilitar la transfeccion de un é&cido nucleico in vivo, tal como un
oligopéptido catiénico (por ejemplo, documento W0O95/21931), péptidos derivados de proteinas de unién a ADN (por
ejemplo, documento W096/25508) o un polimero catiénico (por ejemplo, documento W095/21931).

También es posible introducir un vector in vivo como un plasmido de ADN desnudo (véanse las patentes
estadounidenses 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. Gene Ther. 3: 147-154; y Wu y Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262: 4429-
4432).

El término “transfeccion” significa la captacién de ARN o ADN exdgeno o heterdlogo por una célula. Una célula se ha
“transfectado” por ARN o ADN exdgeno o heterélogo cuando tal ARN o ADN se ha introducido dentro de la célula.
Una célula se ha “transformado” mediante ARN o ADN exdgeno o heter6logo cuando el ARN o ADN transfectado
realiza un cambio fenotipico. EI ARN o ADN transformante puede integrarse (unirse covalentemente) en el ADN
cromosomico que constituye el genoma de la célula.

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

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

Ademas, el vector recombinante que comprende un polinucleétido segun la invencién puede incluir uno o mas
origenes para la replicacion en huéspedes celulares en que se busca su amplificacién o su expresion, marcadores o
marcadores seleccionables.

El término “marcador seleccionable” significa un factor de identificacion, habitualmente un gen de resistencia a
antibiético o producto quimico, que puede seleccionarse basandose en el efecto del gen marcador, es decir, la
resistencia a un antibidtico, resistencia a un herbicida, marcadores colorimétricos, enzimas, marcadores
fluorescentes y similares, en el que el efecto se usa para rastrear la herencia de un &cido nucleico de interés y/o
para identificar una célula u organismo que ha heredado el &cido 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 el efecto se usa para rastrear la herencia de un
acido nucleico de interés, para identificar una célula u organismo que ha heredado el acido nucleico de interés y/o
para medir la induccion o transcripcion de expresién génica. 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.
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“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 esta ubicada en 3’ con respecto a una secuencia de promotor. Los
promotores pueden derivarse en su totalidad de un gen nativo, o pueden estar compuestos por elementos diferentes
derivados de promotores diferentes encontrados en la naturaleza, o incluso comprender segmentos sintéticos de
ADN. 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 fases de desarrollo, 0 en respuesta a diferentes condiciones
ambientales o fisiolégicas. Los promotores que hacen que un gen se exprese en la mayoria de los tipos celulares en
la mayoria de los casos, se denominan comunmente “promotores constitutivos”. Los promotores que hacen que un
gen se exprese en un tipo celular especifico se denominan comidnmente “promotores especificos de célula” o
“promotores especificos de tejido”. Los promotores que hacen que un gen se exprese en una fase especifica de
desarrollo o diferenciacién celular se denominan cominmente “promotores especificos de 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 similar
que induce el promotor se denominan cominmente “promotores inducibles” o “promotores regulables”. Se reconoce
ademas que puesto que en la mayoria de los casos no se han definido completamente los limites exactos de las
secuencias reguladoras, fragmentos de ADN de diferentes longitudes pueden tener actividad promotora idéntica.

Una “secuencia de promotor” es una region reguladora de ADN que puede unirse a la ARN polimerasa en una célula
e iniciar la transcripcion de una secuencia codificante aguas abajo (en el sentido de 3’). Para los fines de definir la
presente invencion, la secuencia de promotor se une en su extremo terminal 3’ por el sitio de inicio de la
transcripcion y se extiende aguas arriba (en el sentido de 5’) para incluir el nUmero minimo de bases o elementos
necesarios para iniciar la transcripcion a niveles detectables por encima del fondo. Dentro de la secuencia de
promotor se encontrara un sitio de inicio de la transcripcion (definido convenientemente por ejemplo, mapeando con
nucleasa S1), asi como dominios de unidén a proteinas (secuencias consenso) responsables de la uniéon de ARN
polimerasa.

Una secuencia codificante estd “bajo el control” de secuencias control de la transcripicion y la traduccion en una
célula cuando la ARN polimerasa transcribe la secuencia codificante para dar ARNm, que entonces se somete a
corte y empalme trans de ARN (si la secuencia codificante contiene intrones) y se traduce para dar la proteina
codificada por la secuencia codificante.

“Secuencias control de la transcripcion y la 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 poliadenilacion son secuencias control.

El término “elemento de respuesta” significa uno o mas elementos de ADN que acttan en cis que confieren
capacidad de respuesta en un promotor mediada a través de la interaccién con los dominios de unién a ADN del
primer gen quimérico. Este elemento de ADN puede ser o bien palindromico (perfecto o imperfecto) en su secuencia
o bien puede estar compuesto de por motivos de secuencia o semisitios separados por un numero variable de
nucleétidos. Los semisitios pueden ser similares o idénticos y estar dispuestos como repeticiones o bien directas o
bien invertidas o como un Unico semisitio 0 multimeros de semisitios adyacentes en tandem. El elemento de
respuesta puede comprender un promotor minimo aislado de diferentes organismos dependiendo de la naturaleza
de la célula u organismo en 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 gen o genes aguas abajo bajo la regulacion de este elemento de
respuesta. Los ejemplos de secuencias de ADN para elementos de respuesta del receptor de ecdisona natural
incluyen: RRGG/TTCANTGAC/ACYY (véase Cherbas L., et al, (1991), Genes Dev. 5, 120-131);
AGGTCANnAGGTCA, donde N, puede ser uno o mas 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 “unido operativamente” se refiere a la asociacién de secuencias de &cido nucleico en un unico fragmento
de acido nucleico de modo que la funcién de una resulta afectada por la otra. Por ejemplo, un promotor esta unido
operativamente con una secuencia codificante cuando puede afectar a la expresidén de esa secuencia codificante (es
decir, que la secuencia codificante esta bajo el control de transcripcion del promotor). Las secuencias codificantes
pueden unirse operativamente a secuencias reguladoras en orientacién sentido o antisentido.

El término “expresion”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la transcripcion y acumulacion estable
de ARN sentido (ARNm) o antisentido derivado de un &cido nucleico o polinucleé6tido. Expresion también puede
referirse a la traduccién del ARNm para dar una proteina o polipéptido.

Los términos “casete”, “casete de expresién” 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 o0 mediante recombinacion
homologa. El segmento de ADN comprende un polinucleétido que codifica para un polipéptido de interés, y el casete
y los sitios de restriccion se disefian para garantizar la insercién del casete en el marco de lectura apropiado para la
transcripcion y la traduccion. “Casete de transformacion” se refiere a un vector especifico que comprende un
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polinucleétido que codifica para un polipéptido de interés y que tiene elementos ademas del polinucleétido que
facilitan la transformacion de una célula huésped particular. Los casetes, casetes de expresion, casetes de
expresion génica y casetes de transformacion de la invencién también pueden comprender elementos que permiten
la expresién 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, a promotor minimo, un potenciador, un elemento
de respuesta, una secuencia terminadora, una secuencia de poliadenilacion, y similares.

Para los fines de esta invencién, 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 “modulan” y “modula” significan inducir, reducir o inhibir la expresion génica o de acido nucleico; dando
como resultado la induccion, reduccion o inhibicion respectivas de la produccion de proteinas o polipéptidos.

Los plasmidos o vectores segun la invencion pueden comprender ademas al menos un promotor adecuado para
dirigir la expresién de un gen en una célula huésped. El término “vector de expresién” significa un vector, plasmido o
vehiculo disefiado para permitir la expresidén de una secuencia de acido nucleico insertada tras la transformacion 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 del inicio, que son Utiles para dirigir la expresion de un acido nucleico en la célula
huésped deseada son numerosos y resultan familiares para los expertos en la técnica. Practicamente cualquier
promotor que puede dirigir estos genes es adecuado para la presente invencion incluyendo, pero sin limitarse a:
promotores virales, promotores bacterianos, promotores de animales, promotores de mamiferos, promotores
sintéticos, promotores constitutivos, promotor especifico de tejido, promotores especificos de desarrollo, promotores
inducibles, promotores regulados por luz; CYCy, HIS3, GAL1, GAL4, GAL10, ADH1, PGK, PHO5, GAPDH, ADC;,
TRP1, URA3, LEU2, ENO, TPI, promotores de fosfatasa alcalina (Utiles para la expresién en Saccharomyces);
promotor AOX1 (util para la expresion en Pichia); promotores de B-lactamasa, lac, ara, tet, trp, IP, IPr, T7, tac y trc
(utiles para la expresion en Escherichia coli); promotores regulados por luz, especificos de semillas, especificos de
polen, especificos de ovario, relacionados con patogenia o enfermedad, 35S del virus del mosaico de la coliflor,
minimo 35S de CMV, del virus del mosaico de las nervaduras de mandioca (CsVMV), de la proteina de unién a
clorofila a/b, de ribulosa 1, 5-bisfosfato carboxilasa, especificos de brote, especificos de raiz, de quitinasa, inducibles
por estrés, del virus baciliforme del tungro del arroz, super-promotor de plantas, de leucina aminopeptidasa de
patata, de nitrato reductasa, de manopina sintasa, de nopalina sintasa, de ubiquitina, de proteina zeina y de
antocianina (Utiles para la expresion en células vegetales); los promotores de animales y 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 (LTR) en 3’ del virus del sarcoma de Rous (RSV), de los genes E1A del promotor tardio
mayor (MLP) de adenovirus (Ad), el promotor temprano de citomegalovirus (CMV), el promotor de timidina cinasa
(TK) del virus del herpes simple (VHS), un promotor IE1 de baculovirus, un promotor del factor de elongacion 1 alfa
(EF1), un promotor de fosfoglicerato cinasa (PGK), un promotor de ubiquitina (Ubc), un promotor de albdmina, las
secuencias reguladoras del promotor de L-metalotioneina de ratén y regiones de control de la transcripcion, los
promotores ubicuos (HPRT, vimentina, a-actina, tubulina y similares), los promotores de los filamentos intermedios
(desmina, neurofilamentos, queratina, GFAP, y similares), los promotores de genes terapéuticos (del tipo de MDR,
CFTR o factor VIl y similares), promotores relacionados con patogenia o enfermedad y promotores que muestran
especificidad de tejido y que se han usando en animales transgénicos, tales como la region de control del gen de la
elastasa | que es activo en células acinares pancredticas; la regién de control del gen de insulina activo en células
beta pancreaticas, la region de control del gen de inmunoglobulina activa en células linfoides, la regién de control del
virus del cancer de mama de ratén activa en células testiculares, de mama, linfoides y mastocitos; regiones de
control del gen de albumina, Apo Al y Apo All activas en higado, region de control del gen de alfa-fetoproteina activa
en higado, region de control del gen de alfa 1-antitripsina activa en higado, region de control del gen de beta-globina
activa en células mieloides, regién de control del gen de la proteina basica de mielina activa en oligodendrocitos en
el cerebro, region de control del gen de la cadena ligera 2 de miosina activa en misculo esquelético y region de
control del gen de la hormona liberadora de gonadotropina activa en hipotadlamo, promotor de piruvato cinasa,
promotor de vilina, promotor de la proteina intestinal de unién a acidos grasos, promotor de o-actina de células de
musculo liso y similares. Ademaés, estas secuencias de expresién pueden modificarse mediante la adicion de
secuencias potenciadoras o reguladoras y similares.

Los potenciadores que pueden usarse en las realizaciones de la invencién incluyen pero no se limitan a: un
potenciador de SV40, un potenciador de citomegalovirus (CMV), un factor de elongacion 1 (EF1), potenciadores de
levaduras, 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
ser innecesario, sin embargo, es mas preferido si estd incluido. En una realizacién preferida de la invencion, la
region de control de la terminacion puede comprende o derivarse de una secuencia sintética, sefial de
poliadenilacién sintética, una sefal de poliadenilacion tardia de SV40, una sefial de poliadenilacion de SV40, una
sefial de poliadenilacion de horma de crecimiento bovino (BGH), secuencias terminadoras virales, o similares.
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Los términos “secuencias no codificantes en 3" o0 “region no traducida en 3’ (UTR)” se refieren a secuencias de ADN
ubicadas aguas abajo (3’) de una secuencia codificante y pueden comprender secuencias de reconocimiento de
poliadenilacion [poli(A)] y otras secuencias que codifican para sefiales reguladoras que pueden afectar al
procesamiento del ARNm o a la expresion génica. La sefnal de poliadenilaciéon se caracteriza habitualmente por
afectar a la adicién de tractos de poli(acido adenilico) al extremo 3’ del precursor de ARNm.

“Regiodn reguladora” significa una secuencia de acido nucleico que regula la expresidén de una segunda secuencia de
acido nucleico. Una regién reguladora puede incluir secuencias que son responsables de manera natural de la
expresion de un &cido 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 region heteréloga).
En particular, las secuencias pueden ser secuencias de genes de procariota, eucariota 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 origenes de replicacién, sitios de corte y
empalme de ARN, promotores, potenciadores, secuencias de terminacién de la transcripcion y secuencias sefial 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 &cido nucleico expresado. Incluidas entre las regiones reguladoras heter6logas estan regiones reguladoras de
una especie diferente, regiones reguladoras de un gen diferente, secuencias reguladoras hibridas y secuencias
reguladoras que no se producen en la naturaleza, pero que estan disefiadas por un experto en la técnica.

“Transcrito de ARN” se refiere al producto que resulta de la transcripcion catalizada por ARN polimerasa de una
secuencia de ADN. Cuando el transcrito de ARN es una copia complementaria perfecta de la secuencia de ADN, se
denomina el transcrito primario o puede ser una secuencia de ARN derivada de procesamiento post-transcripcional
del transcrito primario y se denomina el ARN maduro. “ARN mensajero (ARNm)” se refiere al ARN que esta sin
intrones y que puede traducirse en 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 un transcrito de ARN que incluye el ARNm y de
este modo puede traducirse en 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 o ARNm diana y que bloquea la expresion de un gen diana.
La complementariedad de un ARN antisentido puede ser con cualquier parte del transcrito génico especifico, es
decir, en la secuencia no codificante en 5’, secuencia no codificante en 3’ o la secuencia codificante. “ARN funcional”
se refiere a ARN antisentido, ARN de ribozimas u otro ARN que no se traduce y aun tiene un efecto en procesos
celulares.

Un “polipéptido” es un compuesto polimérico compuesto de residuos de aminoacidos unidos covalentemente. Los
aminodcidos tienen la siguiente estructura general:

H

|
R-C—COOH

|

NH,

Los aminodacidos 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 iminoacido en el que la cadena lateral esta
fusionada al grupo amino. Un polipéptido de la invencion 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 estan asociados normalmente con ellos 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, ni la presencia de impurezas que no interfieren con la actividad bioldgica, y que
pueden estar presentes, por ejemplo, debido a purificacién incompleta, adicion de estabilizadores o composicion
dando lugar a una preparacién farmacéuticamente aceptable.

Un “polipéptido mutante de sustitucién” o un “mutante de sustitucién” se entendera que significa un polipéptido

mutante que comprende una sustitucién de al menos un (1) aminoacido de tipo natural o que se produce de manera
natural con un aminodcido diferente con respecto al polipéptido de tipo natural o que se produce de manera natural.
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Un polipéptido mutante de sustitucién puede comprender so6lo una (1) sustitucién de aminoacido de tipo natural o
que se produce de manera natural y puede denominarse un polipéptido “mutante puntual” o “mutante puntual
individual”. Alternativamente, un polipéptido mutante de sustitucién puede comprender una sustitucién de dos (2) o
mas aminoacidos de tipo natural o que se producen de manera natural con 2 o mas aminoacidos con respecto al
polipéptido de tipo natural o que se produce de manera natural. Segun la invencién, un polipéptido del domino de
unién a ligando de receptores nucleares de grupo H que comprende una mutaciéon de sustitucion comprende una
sustitucion de al menos un (1) aminodcido de tipo natural o que se produce de manera natural con un aminoacido
diferente con respecto al polipéptido del domino de unién a ligando de receptores nucleares de grupo H de tipo
natural o que se produce de manera natural.

En el caso en el que el polipéptido mutante de sustitucion comprenda una sustitucion de dos (2) o mas aminoacidos
de tipo natural o que se producen de manera natural, esta sustitucién puede comprender o bien un nimero
equivalente de aminoacidos de tipo natural o que se producen de manera natural delecionados para la sustitucién,
es decir, 2 aminoacidos de tipo natural o que se producen de manera natural sustituidos por 2 aminodacidos de tipo
no natural o que se no producen de manera natural, o un nimero no equivalente de aminoacidos de tipo natural
delecionados para la sustitucion, es decir, 2 aminoacidos de tipo natural sustituidos por 1 aminoécido de tipo no
natural (una mutacion de sustitucion + delecion), o 2 amino&cidos de tipo natural sustituidos por 3 aminoacidos de
tipo no natural (una mutacién de sustitucion + insercién).

Los mutantes de sustitucién pueden describirse usando un sistema de nomenclatura abreviada para indicar el
numero y residuo de aminodcido sustituido dentro de la secuencia de polipéptido de referencia y el nuevo residuo de
aminoacido sustituido. Por ejemplo, un mutante de sustitucién 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 esta sustituido, “20”
es la posicion o el numero de residuo de aminodcido dentro del polipéptido y “z” es el nuevo aminoéacido sustituido.
Por tanto, un mutante de sustitucion abreviado de manera intercambiable como “E20A” o “Glu20Ala” indica que el
mutante comprende un residuo alanina (abreviado comunmente en la técnica como “A” o “Ala”) en lugar del acido
glutdmico (abreviado comunmente en la técnica como “E” 0 “Glu”) en la posicion 20 del polipéptido.

Una mutacion de sustitucién puede realizarse mediante cualquier técnica de 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, Gene 44: 177; Hutchinson et al., 1986, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 83: 710), uso de ligadores TAB® (Pharmacia), delecion y sustitucion de fragmento/digestion con
endonucleasa de restriccion, mutagénesis mediada por PCR/dirigida por oligonucleétido, y similares. Se prefieren las
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,
pag. 61-70).

“Fragmento” de un polipéptido segln la invencién se entendera que significa un polipéptido cuya secuencia de
aminoacidos es mas corta que la del polipéptido de referencia y que comprende, con respecto a la parte completa
con estos polipéptidos de referencia, una secuencia de aminoacidos idéntica. Tales fragmentos pueden incluirse,
cuando sea apropiado, en un polipéptido mas grande del que forman 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 biologica del polipéptido o proteina. En la naturaleza
pueden existir diferentes variantes del polipéptido o proteina. Estas variantes pueden ser variaciones alélicas
caracterizadas por diferencias en la secuencia de nucleotidos del gen estructural que codifica para la proteina, o
puede implicar una modificacion postraduccional o de corte y empalme diferencial. El experto en la técnica puede
producir variantes que tienen sustituciones, deleciones, adiciones o remplazos de amino&cido individuales o
multiples. Estas variantes pueden incluir, entre otras: (a) variantes en que uno o mas residuos de aminoacido estan
sustituidos con aminodcidos conservativos 0 no conservativos, (b) variantes en que se afaden uno o mas
aminoacidos al polipéptido o proteina, (c) variantes en que uno o mas de los aminodacidos incluyen un grupo
sustituyente y (d) variantes en que el polipéptido o proteina esta fusionado con otro polipéptido tal como albumina
sérica. El experto habitual en la técnica conoce las 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 que no se produce de manera natural en la célula.

Una “proteina madura” se refiere a un polipéptido que se procesa postraduccionalmente; es decir, uno del que se ha
eliminado cualquier pre o propéptido presente en el producto de traduccion primario. Proteina “precursora” se refiere
al producto primario de traduccion del ARNm; es decir, con pre y propéptidos todavia presentes. Los pre y
propéptidos pueden ser, pero no se limitan a sefiales de localizacion intracelulares.

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

Una “secuencia sefal” estd incluida 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 el extremo N-terminal con respecto al
polipéptido maduro, que dirige la célula huésped para traslocar el polipéptido. El término “secuencia sefal de
traslocacion” se usa en el presente documento para referirse a este tipo de secuencia sefial. Las secuencias senal
de traslocacion pueden encontrarse asociadas con una variedad de proteinas nativas a eucariotas y procariotas, y a
menudo son funcionales en ambos tipos de organismos.

El término “homologia” se refiere al porcentaje de identidad entre restos de dos polinucleétidos o dos polipéptidos.
La correspondencia entre la secuencia de un resto a otro puede determinarse mediante técnicas conocidas en la
técnica. Por ejemplo, puede determinarse la homologia mediante una comparacion 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 hibridacion de
polinucleétidos en condiciones que forma duplex estables entre regiones homoélogas, seguido por digestion con
nucleasa(s) especifica(s) monocatenaria(s) y determinacién del tamafno de los fragmentos digeridos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “homologo” en todas sus formas gramaticales y variaciones
ortograficas se refiere a la relaciéon entre proteinas que presentan un “origen evolutivo comun”, incluyendo proteinas
de superfamilias (por ejemplo, la superfamilia de inmunoglobulinas) y proteinas homélogas de diferentes especies
(por ejemplo, cadena ligera de 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 el uso comun y en la presente solicitud, el término “homdlogo,” cuando esta modificado con un adverbio
tal como “altamente”, puede referirse a similitud de secuencia y no a un origen evolutivo comun.

Por consiguiente, el término “similitud de secuencia” en todas sus formas gramaticales se refiere al grado de
identidad o correspondencia entre secuencias de &cidos nucleicos 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 secuencia de ADN son “sustancialmente homdlogas” 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 coincide a lo largo de la longitud
definida de las secuencias de ADN. Las secuencias que son sustancialmente homélogas pueden identificarse
comparando las secuencias usando software convencional disponible en bancos de datos de secuencias, o0 en un
experimento de hibridacion de tipo Southern en, por ejemplo, condiciones rigurosas definidas para ese sistema
particular. Definir las condiciones de hibridacién apropiadas esta dentro del conocimiento 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 cambios en una o méas bases nucleotidicas dan como resultado la sustitucion de uno o mas aminoacidos,
pero no afecta a las propiedades funcionales de la proteina codificada por la secuencia de ADN. “Sustancialmente
similar” también se refiere a fragmentos de &cido nucleico en los que cambios en una o méas bases nucleotidicas no
afectan a la capacidad del fragmento de acido nucleico para mediar la alteracién de la expresién génica mediante
tecnologia antisentido o cosupresion. “Sustancialmente similar” también se refiere a modificaciones de los
fragmentos de &cido nucleico de la presente invencién tal como delecién o insercion de una o mas bases
nucleotidicas que no afectan sustancialmente a las propiedades funcionales del transcrito resultante. Por tanto, se
entiende que la invencion abarca mas que las secuencias a modo de ejemplo especificas. Cada una de las
modificaciones propuestas esta completamente dentro del conocimiento de rutina en la técnica, como es la
determinacion de la retencién de la actividad bioldgica de los productos codificados.

Ademas, el experto en la técnica reconoce que las secuencias sustancialmente similares abarcadas por esta
invencion también se definen 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 a modo de
ejemplo en el presente documento. Los fragmentos de acido nucleico sustancialmente similares de la presente
invencion son los fragmentos de acido nucleico cuyas secuencias de ADN son idénticas al menos en el 70% a la
secuencia de ADN de los fragmentos de acido nucleico notificados en el presente documento. Los fragmentos de
acido nucleico sustancialmente preferidos de la presente invencion son los fragmentos de &cido nucleico cuyas
secuencias de ADN son idénticas al menos en el 80% a la secuencia de ADN de los fragmentos de &cido nucleico
notificados en el presente documento. Fragmentos de acido nucleico mas preferidos son idénticos al menos en el
90% a la secuencia de ADN de los fragmentos de acido nucleico notificados en el presente documento. Incluso mas
preferidos son fragmentos de acido nucleico que son idénticos al menos en el 95% a la secuencia de ADN de los
fragmentos de acido nucleico notificados en el presente documento.

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

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

Una “parte sustancial” de una secuencia de aminoacidos o nucleétidos comprende suficiente cantidad de la
secuencia de aminodacidos de un polipéptido o la secuencia de nucleétidos de un gen para identificar supuestamente
ese polipéptido o gen, o bien mediante evaluacién manual de la secuencia por un experto en la técnica, o bien
mediante comparacién e identificacion de secuencia automatizadas por ordenador 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 0 mas aminodacidos contiguos o
treinta 0 mas nucleétidos con el fin de identificar supuestamente una secuencia de polipéptido o acido nucleico como
homologa a una proteina o gen conocidos. Ademas, con respecto a las secuencias de nucleétidos, pueden usarse
sondas de oligonucleétido especificas de genes que comprenden 20-30 nucleétidos contiguos en métodos de
identificacion de genes dependientes de secuencia (por ejemplo, hibridacién de tipo Southern) y aislamiento (por
ejemplo, hibridacion in situ de colonias bacterianas o placas de bacteri6fago). Ademas, pueden usarse
oligonucleotidos 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 nucleotido comprende suficiente cantidad de la secuencia para identificar especificamente y/o aislar un
fragmento de &cido nucleico que comprende la secuencia.

El término “porcentaje de identidad”, tal como se conoce en la técnica, es una relacion entre dos 0 méas secuencias
de polipéptidos o dos o0 mas secuencias de polinucleétidos, tal como se determina comparando las secuencias. En la
técnica, “identidad” también significa el grado de relacién de secuencia entre secuencias de polipéptidos o
polinucledtidos, segin el caso, tal como se determina mediante la coincidencia entre sucesiones de tales
secuencias. “ldentidad” y “similitud” pueden calcularse facilmente 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, Part | (Griffin, A. M., y Griffin, H. G., cds.) 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). Los métodos preferidos para
determinar la identidad se disefian para dar la mejor coincidencia entre las secuencias sometidas a prueba. Los
métodos para determinar la identidad y similitud estdn codificados en programas informaticos disponibles
publicamente. Las alineaciones de secuencia y calculos del porcentaje de identidad pueden realizarse usando el
programa Megalign del conjunto de computacion bioinforméatico LASERGENE (DNASTAR Inc., Madison, WI). Puede
realizarse la alineacion multiple de las secuencias usando el método Clustal de alineacion (ngglns y Sharp (1989)
CABIOS. 5:151-153) con los parametros por defecto (PENALIZACION POR HUECO=10, PENALIZACION POR
LONGITUD DE HUECO=10). Pueden seleccionarse los parametros por defecto para alineaciones en parejas usando
el método Clustal: KTUPLE 1, PENALIZACION POR HUECO=3, VENTANA=5 y DIAGONALES GUARDADAS=5.

El término “software de analisis de secuencia” se refiere a cualquier programa de software o algoritmo informatico
que es util para el andlisis de secuencias de nucledtidos o aminodcidos. El “software de andlisis de secuencia”
puede estar disponible comercialmente o puede desarrollarse independientemente. El software de analisis de
secuencia tipico incluira pero no se limitara al conjunto de programas de 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 entenderd que cuando se usa software de analisis de secuencia para el andlisis, los resultados del
analisis se basaran en los “valores por defecto” del programa de 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 originalmente se cargan con el software cuando se inicia por primera vez.

Los “genes sintéticos” pueden ensamblarse a partir de elementos estructurales de oligonucleétidos que se sintetizan
quimicamente usando procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Estos elementos estructurales se
ligan y se aparean para formar segmentos de genes que entonces se ensamblan enziméaticamente para construir el
gen completo. “Sintetizado quimicamente”, en lo que se refiere a una secuencia de ADN, significa que los
nucleétidos componentes se ensamblaron in vitro. La sintesis quimica manual de ADN puede llevarse a cabo
usando procedimientos bien establecidos, o puede realizarse la sintesis quimica automatizada usando una de varias
de maquinas disponibles comercialmente. Por consiguiente, los genes pueden adaptarse para la expresién génica
Optima basandose en la optimizacién de la secuencia de nucleétidos para reflejar el desplazamiento del codén de la
célula huésped. El experto en la técnica aprecia la posibilidad de expresiéon génica satisfactoria si el uso del codén
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se desplaza hacia los codones favorecidos por el huésped. La determinacion de codones preferidos puede basarse
en una supervivencia de genes derivados de la célula huésped en la que esta disponible la informacién de
secuencia.

Tal como se usa en el presente documento, se dice que dos o mas sistemas de regulacién génica operables
individualmente son “ortogonales” cuando; a) la modulacién de cada uno de los sistemas dados por su ligando
respectivo, a una concentracion elegida, da como resultado un cambio medible en la magnitud de expresion del gen
de ese sistema, y b) el cambio es diferente de manera estadisticamente significativa del cambio en la expresion del
resto de los sistemas operables simultdneamente en la célula, tejido u organismo, independientemente de la
simultaneidad o secuencialidad de la modulacién real. Preferiblemente, la modulacién de cada sistema de regulacion
génica operable individualmente efectda un cambio en la expresion génica al menos 2 veces mayor que el resto de
los sistemas operables 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 modulacién de cada uno de los sistemas dados por su ligando respectivo a una concentracién elegida da como
resultado un cambio medible en la magnitud de expresion del gen de ese sistema y ningun cambio medible en la
expresion del resto de los sistemas operables en la célula, tejido u organismo. En tales casos se dice que los
multiples sistemas de regulacion génica inducibles son “completamente ortogonales”. La presente invencién es util
para buscar ligandos ortogonales y sistemas de expresion génica basados en receptores ortogonales tales como los
descritos en la solicitud estadounidense de patente en tramitacion junto con la presente 09/965.697, que se
incorpora en el presente documento como referencia en su totalidad.

El término “modular” significa la capacidad de un complejo ligando/receptor dado para inducir o suprimir la
transactivacion de un gen exdgeno.

El término “gen exdgeno” significa un gen foraneo para el sujeto, es decir, un gen que se introduce en el sujeto a
través de un procedimiento de transformacion, una versién no mutada de un gen mutado enddgeno o una version
mutada de un gen no mutado enddgeno. EI método de transformacion no es critico para esta invencion y puede ser
cualquier método adecuado para el objeto conocido en la técnica. Por ejemplo, se obtienen plantas transgénicas
mediante regeneracién de las células transformadas. A partir de la bibliografia se conocen numerosos
procedimientos de transformacién tales como agroinfeccién usando Agrobacterium tumefaciens o su plasmido Ty,
electroporacion, microinyeccién de protoplastos y células vegetales, y transformacion mediante microproyectiles. Se
conocen técnicas complementarias para la transformacion de células animales y la regeneracion de tales células
transformadas en animales transgénicos. Los genes exdgenos pueden ser genes o bien naturales o bien sintéticos y
genes terapéuticos que se introducen en el sujeto en forma de ADN o ARN que pueden funcionar a través de un
producto intermedio de ADN tal como mediante transcriptasa inversa. Tales genes pueden introducirse en células
diana, introducirse directamente en el sujeto o introducirse indirectamente mediante la transferencia de células
transformadas en el sujeto. El término “gen terapéutico” significa un gen que confiere una funcion beneficiosa a la
célula huésped en la que se expresa tal gen. Los genes terapéuticos no se encuentran de manera natural en células
huésped.

El término “complejo de receptor de ecdisona” se refiere en general a un complejo de proteina heterodimérico que
consiste en dos miembros de la familia de receptores de esteroides, receptor de ecdisona (“EcR”) y proteinas
ultraespiraculo (“USP”) (véase Yao, T.P., et. al. (1993) Nature 366, 476-479; Yao, T.-P., et. al., (1992) Cell 71, 63-
72). El complejo de receptor ecdiesteroide funcional también puede incluir proteina(s) adicional(es) tal(es) como
inmunofilinas. Los miembros adicionales de la familia de receptores de esteroides de proteinas, conocidos como
factores de transcripcion (tal como DHR38, betaFTZ-1 u otros homdlogos de insecto), también pueden ser parejas
dependientes o independientes de ligando para EcR y/o USP. El complejo de receptor de ecdisona también puede
ser un heterodimero de la proteina de receptor de ecdisona y el homodlogo de vertebrados de proteina
ultraespiraculo, proteina de receptor X de acido retinoico (“RXR”). Los complejos homodiméricos de la proteina de
receptor de ecdisona o USP también pueden ser funcionales en algunas circunstancias.

Un complejo de receptor ecdiesteroide puede activarse mediante un ecdiesteroide o ligando no esteroideo activo
unido a una de las proteinas del complejo, incluso de EcR, pero sin excluir otras proteinas del complejo.

El complejo de receptor de ecdisona incluye proteinas que son miembros de la superfamilia de receptores
esteroideos en el que todos los miembros se caracterizan por la presencia de un dominio de transactivaciéon amino-
terminal, un dominio de unién a ADN (“DBD”) y un dominio de unién a ligando (“LBD”) separados por una region
bisagra. Algunos miembros de la familia también pueden tener otro dominio de transactivacion en el lado carboxilo-
terminal del LBD. ElI DBD se caracteriza por la presencia de dos dedos de zinc-cisteina entre los que hay dos
motivos de aminodcido, la caja P y la caja D, que confieren especificidad para elementos de respuesta a ecdisona.
Estos dominios pueden ser o bien nativos o bien modificados o bien quimeras de diferentes dominios de proteinas
de receptor heterdlogas.

Las secuencias de ADN que componen el gen exdgeno, el elemento de respuesta y el complejo de receptor de
ecdisona pueden incorporarse en archaebacterias, células procariotas tales como Escherichia coli, Bacillus subtilis u
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otras enterobacterias, o células eucariotas tales como células vegetales o animales. Sin embargo, debido a que
muchas de las proteinas expresadas por el gen se procesan incorrectamente en bacterias, se prefieren las células
eucariotas. Las células pueden estar en forma de células individuales u organismos multicelulares. Las secuencias
de nucledtidos para el gen exdégeno, el elemento de respuesta y el complejo de receptor también pueden
incorporarse como moléculas de ARN, preferiblemente en forma de ARN virales funcionales tales como el virus del
mosaico de tabaco. De la células eucariotas, se prefieren las células de vertebrados debido a que carecen de
manera natural de las moléculas que confieren respuestas a los ligandos de esta invencién para el receptor de
ecdisona. Como resultado, son insensibles a los ligandos de esta invencion. Por tanto, los ligandos de esta
invencion tendran efectos fisioldgicos u otros efectos desdefables sobre las células transformadas o el organismo
completo. Por tanto, las células pueden crecer y expresar el producto deseado, sustancialmente sin verse afectadas
por la presencia del propio ligando.

El término “sujeto” significa una planta o un animal intactos o una célula de una planta o un animal. También se
prevé que los ligandos funcionaran igualmente bien cuando el sujeto es un hongo o una levadura. Cuando el sujeto
es un animal intacto, preferiblemente el animal es un vertebrado, lo mas preferiblemente un mamifero.

Los ligandos de la presente invencion, cuando se usan con el complejo de receptor de ecdisona que a su vez esta
unido al elemento de respuesta unido a un gen exdgeno, proporcionan los medios para la regulacién temporal
externa de la expresién del gen exdgeno. El orden en el que los diversos componentes se unen entre si, es decir,
ligando a complejo de receptor y complejo de receptor a elemento de respuesta, no es critico. Normalmente, la
modulacion de la expresion del gen exdgeno es en respuesta a la unién del complejo de receptor de ecdisona a un
elemento de ADN de control o regulador especifico. La proteina de receptor de ecdisona, al igual que otros
miembros de la familia de receptores de esteroides, presenta al menos tres dominios, un dominio de transactivacion,
un dominio de unién a ADN y un dominio de union a ligando. Este receptor, al igual que un subconjunto de la familia
de receptores de esteroides, también presenta menos regiones bien definidas responsables de las propiedades de
heterodimerizacion. La unién del ligando al dominio de unién a ligando de la proteina de receptor de ecdisona, tras la
heterodimerizacion con la proteina USP o RXR, permite que los dominios de unién a ADN de las proteinas
heterodiméricas se unan al elemento de respuesta en forma activada, dando como resultado por tanto la expresion o
supresion del gen exdgeno. Este mecanismo no excluye la posibilidad de unién del ligando a o bien EcR o bien USP,
y la formacién resultante de complejos homodiméricos activos (por ejemplo EcR+EcR o USP+USP).
Preferiblemente, uno o mas de los dominios de receptor pueden variarse produciendo un cambio de gen quimérico.
Normalmente, pueden elegirse uno 0 mas de los tres dominios de una fuente diferente de la fuente de los otros
dominios, de modo que el receptor quimérico se optimiza en la célula u organismo huésped elegido para la actividad
de transactivacion, union complementaria del ligando y reconocimiento de un elemento de respuesta especifico.
Ademas, el propio elemento de respuesta puede estar modificado o sustituido con elementos de respuesta para
otros dominios de proteina de uniéon a ADN tales como la proteina GAL-4 de levadura (véase Sadowski, et. al.
(1988) Nature, 335, 563-564) o la proteina LexA de E. coli (véase Brent y Ptashne (1985), Cell, 43, 729-736) para
acomodar complejos de receptor de ecdisoma quiméricos. Otra ventaja de los sistemas quiméricos es que permiten
la eleccién de un promotor usado para dirigir el gen exégeno segun un resultado final deseado. Un doble control de
este tipo puede ser particularmente importante en areas de terapia génica, especialmente cuando se producen
proteinas citotoxicas, debido a que puede controlarse tanto el tiempo de expresidon asi como las células en las que
se produce la expresién. El término “promotor” significa una secuencia de nucleétidos especifica reconocida por
ARN polimerasa. La secuencia es el sitio en el que puede iniciarse especificamente la transcripcién en condiciones
apropiadas. Cuando genes exdgenos, unidos operativamente a un promotor adecuado, se introducen en las células
del sujeto, la expresion de los genes exdgenos esta controlada por la presencia del ligando de esta invencion. Los
promotores pueden regularse de manera constitutiva o inducible o pueden ser especificos de tejido (es decir,
expresados s6lo en un tipo particular de célula) o especificos de determinadas etapas de desarrollo del organismo.

Otro aspecto de esta invencion es un método para modular la expresion de uno 0 mas genes exdgenos en un sujeto,
que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz, es decir, la cantidad requerida para provocar la expresion
0 supresién génica deseada, de un ligando que comprende un compuesto de la presente invencion y en el que las
células del sujeto contienen:

a) un complejo de receptor de ecdisona que comprende:

1) un dominio de unién a ADN,

2) un dominio de unién para el ligando, y

3) un dominio de transactivacion; y

b) un constructo de ADN que comprende:

1) el gen exdgeno, y

2) un elemento de respuesta;
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en el que el gen exdgeno esta bajo el control del elemento de respuesta; y la unién del dominio de unién a ADN al
elemento de respuesta en presencia del ligando da como resultado la activacion o supresién del gen.

Un aspecto relacionado de esta invencion es un método para regular la expresion génica endogena o heteréloga en
un sujeto transgénico que comprende poner en contacto un ligando que comprende un compuesto de la presente
invencion con un receptor de ecdisona dentro de las células del sujeto en el que las células contienen una secuencia
de unidén a ADN para el receptor de ecdisona y en el que la formacién de un complejo de receptor de ecdisona-
ligando-secuencia de uniéon a ADN induce la expresion del gen.

Un cuarto aspecto de la presente invencion es un método para producir un polipéptido que comprende las etapas
de:

a) seleccionar una célula que es sustancialmente insensible a la exposicién a un ligando que comprende un
compuesto de la presente invencidn;

b) introducir en la célula:

1) un constructo de ADN que comprende:

i) un gen exégeno que codifica para el polipéptido; y

ii) un elemento de respuesta;

en el que el gen esta bajo el control del elemento de respuesta; y
2) un complejo de receptor de ecdisona que comprende:

i) un dominio de unién a ADN;

ii) un dominio de unién para el ligando; y

i) un dominio de transactivacion; y

c) exponer la célula al ligando.

Ademas de la ventaja de controlar temporalmente la produccion de polipéptidos por la célula, este aspecto de la
invencion proporciona una ventaja adicional, en los casos en que la acumulacién de un polipéptido de este tipo
puede dafar la célula, porque la expresién del polipéptido puede limitarse a periodos cortos. Tal control es
particularmente importante cuando el gen exdgeno es un gen terapéutico. Puede recurrirse a genes terapéuticos
para producir polipéptidos que controlan funciones necesarias, tales como la produccién de insulina en pacientes
diabéticos. También pueden usarse para producir proteinas dafinas o incluso letales, tales como las letales para
células cancerosas. Tal control también puede ser importante cuando los niveles de proteinas producidos pueden
constituir un desgaste metabolico sobre el crecimiento o la reproduccion, tal como en plantas transgénicas.

En la técnica se conocen bien numerosas secuencias de acidos nucleicos de ADNc y genémicas que codifican para
una variedad de polipéptidos. El material genético exégeno util con los ligandos de esta invencion incluye genes que
codifican para proteinas de interés biolégicamente activas, tales como, por ejemplo, proteinas secretoras que
pueden liberarse de una célula; enzimas que pueden metabolizar un sustrato de una sustancia téxica a una
sustancia no téxica, o de una sustancia inactiva a una sustancia activa; proteinas reguladoras; receptores de
superficie celular; y similares. Los genes utiles también incluyen genes que codifican factores de coagulacion
sanguineos, hormonas tales como insulina, hormona paratiroidea, factor liberador de hormona luteinizante, inhibinas
seminales alfa y beta y hormona de crecimiento humana; genes que codifican para proteinas tales como enzimas,
cuya ausencia conduce a la aparicion de un estado anémalo; genes que codifican citocinas o linfocinas tales como
interferones, factor estimulante de colonias de macréfagos granulociticos, factor estimulante de colonias 1, factor de
necrosis tumoral y eritropoyetina; genes que codifican para sustancias inhibidoras tales como alfas-antitripsina,
genes que codifican para sustancias que funcionan como farmacos tales como toxinas diftérica y colérica; y
similares. Los genes utiles también incluyen los Utiles para terapias contra el cancer y para tratar trastornos
genéticos. Los expertos en la técnica tienen acceso a informacion de secuencias de &cidos nucleicos para
practicamente todos los genes conocidos y o bien pueden obtener la molécula de &cido nucleico directamente de un
depdsito publico, la institucidn que publict la secuencia, o bien pueden emplear métodos de rutina para preparar la
molécula.

Para su uso en terapia génica, los ligandos descritos en el presente documento pueden llevarse en portadores

farmacéuticamente aceptables, tales como, por ejemplo, disoluciones, suspensiones, comprimidos, capsulas,
pomadas, elixires y composiciones inyectables. Las preparaciones farmacéuticas pueden contener desde el 0,01%
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hasta el 99% en peso del ligando. Las preparaciones pueden estar en forma de dosis o bien individual o bien
multiple. La cantidad de ligando en cualquier preparacién farmacéutica particular dependera de la dosis eficaz, es
decir, la dosis requerida para provocar la expresién o supresion génica deseada.

Las vias de administracion adecuadas de las preparaciones farmacéuticas incluyen oral, rectal, topica (incluyendo
dérmica, bucal y sublingual), vaginal, parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular, intravenosa, intradérmica,
intratecal y epidural) y mediante sonda nasogastrica. Los expertos en la técnica entenderan que la via de
administracion preferida dependera del estado que va a tratarse y puede variar con factores tales como el estado del
receptor.

Los ligandos descritos en el presente documento también pueden administrarse conjuntamente con otros
compuestos farmacéuticamente activos. Los expertos en la técnica entenderan que los compuestos
farmacéuticamente activos que van a usarse en combinacién con los ligandos descritos en el presente documento
se seleccionaran con el fin de evitar efectos adversos en el receptor o interacciones indeseables entre los
compuestos. Los ejemplos de otros compuestos farmacéuticamente activos que pueden usarse en combinacién con
los ligandos incluyen, por ejemplo, agentes quimioterapicos contra el SIDA, derivados de aminoacidos, analgésicos,
anestésicos, productos anorrectales, antiacidos y antiflatulentos, antibidticos, anticoagulantes, antidotos, agentes
antifibrinoliticos, antihistaminicos, agentes antiinflamatorios, antineoplasicos, antiparasitarios, antiprotozoarios,
antipiréticos, antisépticos, antiespasmddicos y anticolinérgicos, antivirales, supresores del apetito, medicamentos
para la artritis, modificadores de la respuesta bioldgica, reguladores del metabolismo éseo, purgantes del intestino,
agentes cardiovasculares, estimulantes del sistema nervioso central, potenciadores metabdlicos cerebrales,
cerumenoliticos, inhibidores de la colinesterasa, preparaciones para los resfriados y la tos, factores estimulantes de
colonias, anticonceptivos, agentes citoprotectores, preparaciones dentales, desodorantes, productos dermatoldgicos,
agentes detoxificantes, agentes para la diabetes, agentes de diagnéstico, ,medicamentos contra la diarrea,
agonistas del receptor de dopamina, electrolitos, enzimas y productos digestivos, preparaciones ergoticas, agentes
para la fertilidad, complementos de fibra, agentes antifungicos, inhibidores de la galactorrea, inhibidores de la
secrecion de &cido gastrico, agentes procinéticos gastrointestinales; inhibidores de gonadotropina, estimulantes del
crecimiento del pelo, hematinicos, agentes hemorreolégicos, hemostaticos, antagonistas del receptor de histamina
Hz, hormonas, agentes hiperglucémicos, hipolipemiantes, inmunosupresores, laxantes, leprostaticos, adyuvantes de
leucaféresis, tensioactivos pulmonares, preparaciones contra la migrafia, mucoliticos, antagonistas de relajantes
musculares, relajantes musculares, antagonistas de narcéticos, pulverizaciones nasales, analogos de nucleosidos
para medicamentos contra las nduseas, complementos nutricionales, preparaciones contra la osteoporosis,
oxitocicos, parasimpaticoliticos, parasimpaticomiméticos, farmacos para el parkinsonismo, adyuvantes de penicilina,
fosfolipidos, inhibidores de plaquetas, agentes contra la porfiria, andlogos de prostaglandinas, prostaglandinas,
inhibidores de la bomba de protones, medicamentos para el prurito, psicofarmacos, quinolonas, estimulantes
respiratorios, estimulantes de la saliva, sustitutos de sal, agentes esclerosantes, preparaciones para heridas
cutaneas, ayudas para dejar de fumar, sulfonamidas, simpaticoliticos, tromboliticos, agentes contra el sindrome de
Tourett, preparaciones contra temblores, preparaciones contra la tuberculosis, agentes uricosuricos, agentes de las
vias urinarias, contractores del Utero, relajantes del Utero, preparaciones vaginales, agentes antivertiginosos,
andlogos de vitamina D, vitaminas y medios de contraste para la obtencion de imagenes médicas. En algunos casos
los ligandos pueden ser Utiles como adyuvantes para la terapia farmacoldgica, por ejemplo, para “apagar” un gen
que produce una enzima que metaboliza un farmaco particular.

Para las aplicaciones de agricultura, ademas de las aplicaciones descritas anteriormente, los ligandos de esta
invencion también pueden usarse para controlar la expresion de proteinas pesticidas tales como la toxina de Bacillus
thuringiensis (Bt). Tal expresion puede ser especifica de tejido o de planta. Ademas, particularmente cuando también
se necesite el control de plagas en plantas, pueden combinarse uno o mas pesticidas con los ligandos descritos en
el presente documento, proporcionado asi ventajas y eficacia adicionales, incluyendo menos aplicaciones totales,
que si se aplicaran los pesticidas por separado. Cuando se emplean mezclas con pesticidas, las proporciones
relativas de cada componente en la composicion dependeran de la eficacia relativa y de la tasa de aplicacion
deseada de cada pesticida con respecto a las cosechas, plagas y/o malas hierbas que van a tratarse. Los expertos
en la técnica reconoceran que las mezclas de pesticidas pueden proporcionar ventajas tales como un espectro de
actividad mas amplio que un pesticida usado sélo. Los ejemplos de pesticidas que pueden combinarse en
composiciones con los ligandos descritos en el presente documento incluyen fungicidas, herbicidas, insecticidas,
miticidas y microbicidas.

Los ligandos descritos en el presente documento pueden aplicarse al follaje de una planta como pulverizaciones
acuosas mediante métodos empleados comunmente, tales como pulverizaciones hidraulicas convencionales de gran
volumen, pulverizaciones de bajo volumen, pulverizaciones de choro de aire y aéreas. La dilucién y la tasa de
aplicacién dependeran del tipo de equipo empleado, del método y de la frecuencia de aplicacion deseados, y de la
tasa de aplicacion del ligando. Puede ser deseable incluir adyuvantes adicionales en el tanque de pulverizacion.
Tales adyuvantes incluyen tensioactivos, dispersantes, propagantes, adhesivos, agentes antiespumantes,
emulsionantes y otros materiales similares descritos en McCutcheon's Emulsifiers and Detergents, McCutcheon's
Emulsifiers and Detergents/ Functional Materials, y McCutcheon's Functional Materials, todos publicados anualmente
por McCutcheon Division de MC Publishing Company (Nueva Jersey). Los ligandos también pueden mezclarse con
fertilizantes o materiales fertilizantes antes de su aplicacion. Los ligandos y el material fertilizante sélido también

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2445 822 T3

puede mezclarse en un equipo de mezclado o combinado, o pueden incorporarse con fertilizantes en formulaciones
granulares. Puede usarse cualquier proporcion relativa de fertilizante que sea adecuada para las cosechas y malas
hierbas que van a tratarse. Los ligandos descritos en el presente documento comprenderan comidnmente desde el
5% hasta el 50% de la composicion fertilizante. Estas composiciones proporcionan materiales fertilizantes que
promueven el crecimiento rapido de las plantas deseadas, y al mismo tiempo controlan la expresién génica.

CELULAS HUESPED Y ORGANISMOS NO HUMANOS DE LA INVENCION

Tal como se describié anteriormente, los ligandos para modular el sistema de expresion génica de la presente
invencion pueden usarse para modular la expresiéon génica en una célula huésped. La expresién en células huésped
transgénicas puede ser Util para la expresion de diversos genes de interés. La presente invencién proporciona
ligandos para la modulacion de la expresion génica en células huésped procariotas y eucariotas. La expresion 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 y xilanasa,
genes para la resistencia frente a insectos, nematodos, hongos, bacterias, virus y estrés abiotico, antigenos,
productos nutracéuticos, productos farmacéuticos, vitaminas, genes para modificar el contenido en aminoacidos,
resistencia a herbicidas, tolerancia al frio, las sequias y el calor, productos industriales, aceites, proteinas, hidratos
de carbono, antioxidantes, plantas macho estériles, flores, combustibles, otras caracteristicas de produccion,
polipéptidos terapéuticos, productos intermedios de rutas; para la modulacion de rutas ya existentes en el huésped
para la sintesis de nuevos productos hasta ahora imposibles usando el huésped; ensayos basados en células;
ensayos genomicos funcionales, produccién de proteinas bioterapéuticas, ensayos protedmicos, y similares.
Adicionalmente, los productos génicos pueden ser Utiles para conferir rendimientos de crecimiento superiores del
huésped o para permitir que se utilice un modo de crecimiento alternativo.

Por tanto, la presente invencion proporciona ligandos para modular la expresion génica en una célula huésped
aislada segun la invencién. La célula huésped puede ser una célula bacteriana, una célula fangica, una célula de
nematodo, una célula de insecto, una célula de pez, una célula vegetal, una célula de ave, una célula animal o una
célula de mamifero. Todavia en otra realizacion, la invencion se refiere a ligandos para modular la expresion génica
en una célula huésped, en los que el método comprende cultivar la célula huésped tal como se describid
anteriormente en medio de cultivo en condiciones que permiten la expresion de un polinucledtido que codifica para el
dominio de unién a ligando de receptores nucleares que comprende una mutacion de sustitucion, y aislar el dominio
de unién a ligando de receptores nucleares que comprende una mutacién de sustitucion del cultivo.

En una realizacién especifica, la célula huésped aislada es una célula huésped procariota o una célula huésped
eucariota. En otra realizacién especifica, la célula huésped aislada es una célula huésped de invertebrados o un
célula huésped de vertebrados. Preferiblemente, la célula huésped se selecciona del grupo que consiste en una
célula bacteriana, una célula fangica, una célula de levadura, una célula de nematodo, una célula de insecto, una
célula de pez, una célula vegetal, una célula de ave, 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 raton, una célula
de rata, una célula de conejo, una célula de gato, una célula de perro, una célula de animal bovino, 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 de ser humano. Los ejemplos de células huésped preferidas
incluyen, pero no se limitan a, células huésped de especies de hongos o levadura 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, Metilomonas, Metilobacter, Alcaligenes, Synechocystis, Anabaena, Tiobacillus, Metanobacterium y
Klebsiella; de especies vegetales seleccionadas del grupo que consiste en manzana, Arabidopsis, mijo perla,
platano, cebada, alubias, remolacha, lenteja negra, garbanzo, chile, pepino, berenjena, habas, maiz, melén, mijo,
soja verde, avena, ocra, Panicum, papaya, cacahuete, guisante, pimiento, guandul, pifia, Phaseolus, patata,
calabaza, arroz, sorgo, soja, calabacin, cafa de azucar, remolacha azucarera, girasol, boniato, té, tomate, tabaco,
sandia y trigo; de animales; y de mamifero.

En una realizacion especifica, la célula huésped es una célula de levadura seleccionada del grupo que consiste en
una célula huésped de Saccharomyces, Pichiay 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 realizacion especifica, la célula huésped es una célula vegetal seleccionada del grupo que consiste en una
célula de manzana, Arabidopsis, mijo perla, platano, cebada, alubias, remolacha, lenteja negra, garbanzo, chile,
pepino, berenjena, habas, maiz, melén, mijo, soja verde, avena, ocra, Panicum, papaya, cacahuete, guisante,

pimiento, guandul, pifia, Phaseolus, patata, calabaza, arroz, sorgo, soja, calabacin, cafa de azucar, remolacha
azucarera, girasol, boniato, té, tomate, tabaco, sandia y trigo.
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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 mamifero 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 de animal bovino, 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 de ser humano.

En la técnica se conoce bien la transformacién de células huésped y puede lograrse mediante una variedad de
métodos incluyendo pero sin limitarse a electroporacion, infeccién viral, transfeccion mediante 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 expresion del gen transformado. En la técnica se conocen bien las condiciones
de cultivo y los protocolos de expresidon génica en células procariotas y eucariotas (véase la seccion de métodos
generales de los ejemplos). Las células pueden recogerse y los productos génicos aislarse segun 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 del modo especifico deseado. Las diferentes células huésped tienen mecanismos
caracteristicos y especificos para la modificacién y el procesamiento traduccional y postraduccional [por ejemplo,
glicosilacion, escision (por ejemplo, de secuencia senal)] de proteinas. Las lineas celulares o sistemas huésped
apropiados pueden elegirse para garantizar la modificacion y el procesamiento deseados de la proteina foranea
expresada. Por ejemplo, la expresién en un sistema bacteriano puede usarse para producir un producto proteico de
nucleo no glicosilado. Sin embargo, un polipéptido expresado en bacterias puede no estar plegado apropiadamente.
La expresion en levaduras puede producir un producto glicosilado. La expresion en células eucariotas puede
aumentar la posibilidad de plegamiento y glicosilacién “nativos” de una proteina heter6loga. Ademas, la expresion en
células de mamifero puede proporcionar una herramienta para reconstituir, o constituir, la actividad del polipéptido.
Ademas, diferentes sistemas de expresién de vector/huésped pueden afectar a reacciones de procesamiento, tales
como escisiones proteoliticas, en un grado diferente. La presente invencién 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 0 un organismo eucariota. En otra realizacién especifica, el organismo no
humano es un organismo invertebrado o un organismo 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 ave, 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
raton, una rata, un conejo, un gato, un perro, un animal 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, Pichiay Candida.

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

En otra realizacion especifica, el organismo no humano es una planta seleccionada del grupo que consiste en
manzana, Arabidopsis, mijo perla, platano, cebada, alubias, remolacha, lenteja negra, garbanzo, chile, pepino,
berenjena, habas, maiz, mel6n, mijo, soja verde, avena, ocra, Panicum, papaya, cacahuete, guisante, pimiento,
guandul, pifia, Phaseolus, patata, calabaza, arroz, sorgo, soja, calabacin, cafa de azlcar, remolacha azucarera,
girasol, boniato, té, tomate, tabaco, sandia y trigo.

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

SISTEMA DE MODULACION DE LA EXPRESION GENICA DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un grupo de ligandos que son Utiles en un sistema de expresion génica inducible
basado en el receptor de ecdisona. Tal como se presenta en el presente documento, un grupo novedoso de ligandos
proporciona un sistema de expresion génica inducible mejorado en células huésped tanto procariotas como
eucariotas. Por tanto, la presente invencion se refiere a ligandos que son Utiles para modular la expresion de genes.
En particular, la presente invencion se refiere a ligandos que tienen la capacidad de transactivar un sistema de
modulacion de la expresion génica que comprende al menos un casete de expresion génica que puede expresarse
en la célula huésped que comprende un polinucleétido que codifica para un polipéptido que comprende un dominio
de unién a ligando de receptores nucleares de grupo H. Preferiblemente, la unién a ligando de receptores nucleares
de grupo H es de un receptor de ecdisona, un receptor ubicuo, un receptor huérfano 1, un NER-1, un receptor
nuclear de hormonas esteroideas 1, un receptor X retinoide que interacciona con la proteina-15, un receptor X
hepatico B, una proteina similar al receptor de hormonas esteroideas, un receptor X hepatico, un receptor X hepatico
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o, un receptor X farnesoide, un receptor que interacciona con la proteina 14 y un receptor de farnesol. Mas
preferiblemente, el dominio de unién a ligando de receptores nucleares de grupo H es de un receptor de ecdisona.

En una realizacién especifica, el sistema de modulacién de la expresién 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 union a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya
expresion va a modularse; y un dominio de unién a ligando de receptores nucleares de grupo H que comprende una
mutacién de sustitucion. El sistema de modulacion de la expresién 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 expresidon génica; ii) un promotor que se activa mediante el dominio
de transactivacion del polipéptido codificado del primer casete de expresidon génica; y iii) un gen cuya expresion va a
modularse.

En otra realizacion especifica, el sistema de modulacion de la expresion génica comprende un casete de expresion
génica que comprende a) un polinucleétido que codifica para un polipéptido que comprende un dominio de
transactivacion, un dominio de union a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya
expresion va a modularse; y un dominio de unién a ligando de receptores nucleares de grupo H que comprende una
mutacién de sustitucion, y b) un segundo dominio de unién a ligando de receptores nucleares seleccionado del
grupo que consiste en un dominio de unién a ligando del receptor X retinoide de vertebrados, un dominio de unién a
ligando del receptor X retinoide de invertebrados, 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 es de un dominio de unién a ligando del receptor X retinoide de vertebrados, un dominio de unién a
ligando del receptor X retinoide de invertebrados o un dominio de unién a ligando de proteina ultraespiraculo, y el
segundo fragmento de polipéptido es de un dominio de unién a ligando del receptor X retinoide de vertebrados,
dominio de unién a ligando del receptor X retinoide de invertebrados 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 uniéon a ADN
del polipéptido codificado del primer casete de expresidon génica; ii) un promotor que se activa mediante el dominio
de transactivacion del polipéptido codificado del primer casete de expresién génica; y iii) un gen cuya expresion va a
modularse.

En otra realizacion especifica, el sistema de modulacién de la expresién génica comprende un primer casete de
expresion génica que comprende un polinucledtido que codifica para un primer polipéptido que comprende un
dominio de union a ADN que reconoce un elemento de respuesta asociado con un gen cuya expresion va a
modularse y un dominio de union a ligando de receptores nucleares, y un segundo casete de expresion génica que
comprende un polinucleétido que codifica para un segundo polipéptido que comprende un dominio de
transactivaciéon y un dominio de unién a ligando de receptores nucleares, en el que uno de los dominios de unién a
ligando de receptores nucleares es un dominio de union a ligando de receptores nucleares de grupo H que
comprende una mutacién de sustitucion. En una realizacion preferida, el primer polipéptido esta sustancialmente
libre de un dominio de transactivacién y el segundo polipéptido esta sustancialmente libre de un dominio de unién a
ADN. Para los fines de la invencion, “sustancialmente libre” significa que la proteina en cuestion no contiene
suficiente secuencia del dominio en cuestion para proporcionar actividad de activacion o union. El sistema de
modulacion de la expresion génica puede comprender ademas un tercer casete de expresién 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 mediante el dominio de transactivacion del segundo
polipéptido del segundo casete de expresion génica; y iii) un gen cuya expresion va a modularse.

El que caso en el que s6lo un dominio de unién a ligando de receptores nucleares sea un dominio de unién a ligando
de grupo H que comprende una mutacién de sustitucion, el otro dominio de unién a ligando de receptores nucleares
puede ser de cualquier otro receptor nuclear que forme un dimero con el dominio de unién a ligando de grupo H que
comprende la mutacion de sustitucién. Por ejemplo, cuando el dominio de unidn a ligando de receptores nucleares
de grupo H que comprende una mutacion de sustitucion es un dominio de unién a ligando del receptor de ecdisona
que comprende una mutacion de sustitucion, el otro dominio de unién a ligando de receptores nucleares (“pareja”)
puede ser de un receptor de ecdisona, un receptor X retinoide (RXR) de vertebrados, un RXR de invertebrados, una
proteina ultraespiraculo (USP) o un receptor nuclear quimérico que comprende al menos dos fragmentos de
polipéptido de dominio de unién a ligando de receptores nucleares diferentes seleccionados del grupo que consiste
en un RXR de vertebrados, un RXR de invertebrados y una USP (véanse las solicitudes de patente en tramitacién
junto con la presente PCT/US01/09050, PCT/US02/05235 y PCT/US02/05706, incorporadas en el presente
documento como referencia en su totalidad). El domino de unién a ligando de receptores nucleares “pareja” puede
comprender ademas una mutacion de truncamiento, una mutacién de delecién, una mutacion de sustitucion u otra
modificacién.

Preferiblemente, el dominio de unién a ligando de RXR de vertebrados es de un RXR de ser humano Homo sapiens,

raton Mus musculus, rata Rattus norvegicus, pollo Gallus gallus, cerdo Sus scrofa domestica, rana Xenopus laevis,
pez cebra Danio rerio, tunicado Polyandrocara misakiensis o medusa Tripedalia cysophora.
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Preferiblemente, el dominio de unién a ligando de RXR de invertebrados es de un polipéptido ultraespiraculo de
langosta Locusta migratoria (“LmUSP”), un homoélogo de RXR 1 de garrapata Amblyomma americanum
(“AmaRXR1”), un homoélogo de RXR 2 de garrapata Amblyomma americanum (“AmaRXR2”), un homélogo de RXR
de cangrejo violinista Celuca pugilator (“CpRXR”), un homologo de RXR de escarabajo Tenebrio molitor (“TmRXR”),
un homodlogo de RXR de una abeja Apis mellifera (“AmRXR”), un homélogo de RXR de afido Myzus persicae
(“MpRXR”) o un homélogo de RXR de no diptero/no lepidéptero.

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 polipéptido homélogo de RXR de
especie de invertebrado no diptero/no lepidéptero. Un dominio de union 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 especies son iguales, los dos o 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 unién 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 diptero/no lepidéptero.

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

Los ligandos para su uso en la presente invencién tal como se describe a continuacién, cuando se combinan con el
dominio de unién a ligando del/de los receptor(es) nuclear(es), que a su vez se une(n) al elemento de respuesta
unido a un gen, proporcionan los medios para la regulacion temporal externa de expresion del gen. EI mecanismo de
unién o el orden en el que los diversos componentes de esta invencién se unen entre si, es decir, por ejemplo,
ligando a dominio de unién a ligando, dominio de unién a ADN a elemento de respuesta, dominio de transactivacién
a 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 receptores nucleares permite la expresion o supresion del gen. Este
mecanismo no excluye la posibilidad de unién del ligando al receptor nuclear de grupo H (GHNR) o su pareja, y la
formacion resultante de complejos homodiméricos activos (por ejemplo GHNR + GHNR o pareja + pareja).
Preferiblemente, uno o mas de los dominios de receptor varian produciendo un cambio de gen hibrido.
Normalmente, pueden elegirse uno o mas de los tres dominios, DBD, LBD y dominio de transactivacion, de una
fuente diferente de la fuente de los otros dominios de modo que los genes hibridos y las proteinas hibridas
resultantes se optimizan en la célula u organismo huésped elegido para la actividad de transactivacion, union
complementaria del ligando y reconocimiento de un elemento de respuesta especifico. Ademas, el propio elemento
de respuesta puede estar modificado o sustituido 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 la
proteina LexA de Escherichia coli (véase Brent y Ptashne (1985), Cell, 43: 729-736), o elementos de respuesta
sintéticos especificos para interacciones dirigidas con proteinas disefiadas, modificadas y seleccionadas para tales
interacciones especificas (véase, por ejemplo, Kim, et al. (1997), Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 94: 3616-3620) para
acomodar receptores hibridos. Otra ventaja de los sistemas de dos hibridos es que permiten la elecciéon de un
promotor usado para dirigir la expresién del gen segun un resultado final deseado. Un doble control de este tipo
puede ser particularmente importante en areas de terapia génica, especialmente cuando se producen proteinas
citotoxicas, debido a que puede controlarse tanto el tiempo de expresion asi como las células en las que se produce
la expresion. Cuando los genes, unidos operativamente a un promotor adecuado, se introducen en las células del
sujeto, la expresion de los genes exdgenos esta controlada por la presencia del sistema de esta invencion. Los
promotores pueden regularse de manera constitutiva o inducible o pueden ser especificos de tejido (es decir,
expresados s6lo en un tipo particular de célula) o especificos de determinadas etapas de desarrollo del organismo.

El receptor de ecdisona es un miembro de la superfamilia de receptores nucleares 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 un 40-60% de identidad de aminodacidos en el dominio E (union 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 (O-1), receptor nuclear de hormonas esteroideas 1 (NER-1), receptor X retinoide que
interacciona con la proteina-15 (RIP-15), receptor X hepatico B (LXRp), proteina similar al receptor de hormonas
esteroideas (RLD-1), receptor X hepatico (LXR), receptor X hepatico a (LXRa), receptor X farnesoide (FXR),
receptor que interacciona con proteina 14 (RIP-14) y receptor de farnesol (HRR-1).

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2445 822 T3

En particular, en el presente documento se describen ligandos novedoso utiles en un sistema de modulacion de la
expresion génica que comprende un dominio de unién a ligando de receptores nucleares de grupo H que comprende
una mutacion de sustitucién. Este sistema de expresion génica puede ser un sistema de expresion génica basado en
“cambio individual” 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 modulacion de la expresion génica puede ser un
sistema de modulacion de la expresién génica basado en “cambio doble” o “en dos hibridos” en el que el dominio de
transactivacién y dominio de unién a ADN se ubican en dos polipéptidos codificados diferentes.

Un sistema de modulacion de la expresién génica basado en el receptor de ecdisona de la presente invencién puede
ser 0 bien heterodimérico o bien homodimérico. Un complejo de EcR funcional se refiere en general a un complejo
de proteina heterodimérico que consiste en dos miembros de la familia de receptores de esteroides, una proteina de
receptor de ecdisona obtenida de diversos insectos y una proteina ultraespiraculo (USP) o el homodlogo de
vertebrados de USP, proteina de receptor X retinoide (véase Yao, et al. (1993) Nature 366, 476-479; Yao, et al.,
(1992) Cell 71, 63-72). Sin embargo, el complejo también puede ser un homodimero tal como se detalla a
continuacion. El complejo de receptor ecdiesteroide funcional también puede incluir proteina(s) adicional(es) tal(es)
como inmunofilinas. Los miembros adicionales de la familia de receptores de esteroides de proteinas, conocidos
como factores de transcripcion (tales 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 tales como
proteinas conocidas en general como coactivadores (también denominadas 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 activacién de la transcripcién a través de diversos mecanismos, incluyendo
estimulacién de la union a ADN de activadores, afectando a la estructura de la cromatina o mediando en las
interacciones de activador-complejo de iniciacién. Los ejemplos de tales coactivadores incluyen RIP140, TIF1,
RAP46/Bag-1, ARA70, SRC-1/NCoA-1, TIF2/GRIP/NCoA-2, ACTR/AIB1/RAC3/pCIP asi como la proteina de unién
al elemento de respuesta B del coactivador C promiscuo, CBP/p300 (para revision véase Glass et al., Curr. Opin.
Cell Biol. 9:222-232, 1997). Ademas, pueden requerirse cofactores proteicos conocidos en general como
correpresores (también conocidos como represores, silenciadores o mediadores del silenciamiento) para inhibir
eficazmente la activacién transcripcional en ausencia de ligando. Estos correpresores pueden interaccionar con el
receptor de ecdisona no ligado para silenciar la actividad en el elemento de respuesta. Las pruebas actuales
sugieren que la union del ligando cambia la conformacién del receptor, lo que da como resultado la liberacion del
correpresor y el reclutamiento de los coactivadores descritos anteriormente, suprimiendo asi 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 o bien pueden ser endégenos dentro de la célula u organismo o
bien pueden anadirse exdgenamente como transgenes para expresarse de modo o bien regulado o bien no
regulado. Los complejos homodiméricos de la proteina de receptor de ecdisona, USP o RXR también pueden ser
funcionales en ciertas circunstancias.

El complejo de receptor de ecdisona normalmente incluye proteinas que son miembros de la superfamilia de
receptores nucleares en el que todos los miembros se caracterizan generalmente por la presencia de un dominio de
transactivacién amino-terminal, un dominio de unién a ADN (“DBD”) y un dominio de unién a ligando (“LBD”)
separado del DBD por una region bisagra. Tal como se usa en el presente documento, el término “dominio de unién
a ADN” comprende una secuencia de polipéptido minima de una proteina de unién a ADN, hasta la longitud
completa de una proteina de uniéon 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
estadounidense 4.981.784 y Evans, Science 240:889-895 (1988)). El dominio “A/B” corresponde al dominio de
transactivacién, “C” corresponde al dominio de unién a ADN, “D” corresponde a la region bisagra y “E” corresponde
al dominio de unién a ligando. Algunos miembros de la familia también pueden tener otro dominio de transactivacién
en el lado carboxilo-terminal del LBD que corresponde a “F”.

El DBD se caracteriza por la presencia de dos dedos de zinc-cisteina entre los que hay dos motivos de amino &cido,
la caja P y la caja D, que confieren especificidad para elementos de respuesta a ecdisona. Estos dominios pueden
ser o bien nativos o bien modificados o bien quimeras de diferentes dominios de proteinas de receptor heterdlogas.
El receptor de EcR, como un subconjunto de la familia de receptores de esteroides, también presenta menos
regiones bien definidas responsables de las propiedades de heterodimerizacion. Debido a que los dominios de
receptores nucleares son de naturaleza modular, pueden intercambiarse los LBD, DBD y dominios de
transactivacion.

Se sabe que los sistemas de cambio génico incorporan componentes del complejo de receptor de ecdisona. Sin
embargo, en estos sistemas conocidos, siempre que se usa EcR, estd asociado con dominios de uniéon a ADN
nativos o modificados y dominios de transactivacion en la misma molécula. USP o RXR se usan normalmente como
parejas silenciosas. Anteriormente se ha mostrado que cuando los dominios de unién a ADN y los dominios de
transactivaciéon 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 union a ADN y los dominios de transactivacion estan en moléculas
diferentes, es decir, en cada una de las dos parejas de un complejo heterodimérico u homodimérico (véase el
documento PCT/US01/09050).
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METODO DE MODULACION DE LA EXPRESION GENICA DE LA INVENCION

La presente invencién también se refiere a métodos de modulacién de la expresién génica en una célula huésped
usando un sistema de modulacion de la expresion génica segin la invencidén. Especificamente, la presente
invencion proporciona un método de modulacion de la expresién de un gen en una célula huésped que comprende
las etapas de: a) introducir en la célula huésped un sistema de modulacion de la expresion génica segun la
invencion; y b) introducir en la célula huésped a 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
por dominio de uniéon a ADN del sistema de expresion génica; ii) un promotor que se activa mediante el dominio de
transactivacion del sistema de expresion génica; y iii) un gen cuya expresién va a modularse, mediante lo cual tras la
introduccion del ligando en la célula huésped, se modula la expresion del gen.

La invencién también proporciona un método de modulacion de la expresion de un gen en una célula huésped que
comprende las etapas de: a) introducir en la célula huésped un sistema de modulacién de la expresién génica segun
la invencidn; b) introducir en la célula huésped un casete de expresion génica segun la invencién, en el que el casete
de expresion génica comprende i) un elemento de respuesta que comprende un dominio reconocido por el dominio
de unidon a ADN del sistema de expresién génica; ii) un promotor que se activa mediante el dominio de
transactivacion del sistema de expresién génica; y iii) un gen cuya expresion va a modularse; y ¢) 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.

La presente invenciéon también proporciona un método de modulacién de la expresion 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 que se une el dominio de unién a ADN del primer polipéptido hibrido del sistema de modulacion de la
expresion génica; un promotor que se activa mediante el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido
del sistema de modulacién de la expresién génica; y un gen cuya expresion va a modularse; en el que el método
comprende las etapas de: a) introducir en la célula huésped un sistema de modulacién de la expresién génica segun
la invencién; y b) introducir en la célula huésped un ligando; mediante lo cual tras la introduccién del ligando en el
huésped, se modula la expresién del gen.

Los genes de interés para la expresidon en una célula huésped usando los métodos dados a conocer en el presente
documento pueden ser genes enddgenos o genes heterdlogos. La informacion de la secuencia de acido nucleico o
aminoacidos para un gen o una proteina deseados puede estar ubicada en una de la muchas bases de datos de
acceso publico, por ejemplo, GENBANK, EMBL, Swiss-Prot y PIR, o en muchas publicaciones de revistas
relacionadas con la biologia. Por tanto, los expertos en la técnica tienen acceso a la informacién de secuencias de
acidos nucleicos para practicamente todos los genes conocidos. Tal informacién puede usarse entonces para
construir los constructos deseados para la insercién del gen de interés dentro de los casetes de expresién génica
usados en los métodos descritos en el presente documento.

Los ejemplos de genes de interés para la expresion en una célula huésped usando métodos expuestos en el
presente documento incluyen, pero no se limitan a: antigenos producidos en plantas como vacunas, enzimas como
alfa-amilasa, fitasa, glucanos y xilanasa, genes para la resistencia frente a insectos, nematodos, hongos, bacterias,
virus y estrés abibtico, productos nutracéuticos, productos farmacéuticos, vitaminas, genes para modificar el
contenido en aminoacidos, resistencia a herbicidas, tolerancia al frio, las sequias y el calor, productos industriales,
aceites, proteinas, hidratos de carbono, antioxidantes, plantas macho estériles, flores, combustibles, otras
caracteristicas de produccion, genes que codifican para polipéptidos terapéuticamente deseables o productos que
pueden usarse para tratar un estado, una enfermedad, un trastorno, una disfuncién, un defecto genético, tales como
anticuerpos monoclonales, enzimas, proteasas, citocinas, interferones, insulina, eritropoyetina, factores de
coagulacién, otros factores o componentes sanguineos, vectores virales para terapia génica, virus para vacunas,
dianas para el descubrimiento de farmacos, analisis protedmicos y gendmicos funcionales y aplicaciones, y
similares.

MEDICION DE LA EXPRESION/TRANSCRIPCION GENICA

Una medicion util de los métodos de la invencién es la del estado transcripcional de la célula que incluye las
identidades y abundancias de ARN, preferiblemente especies de ARNm. Tales mediciones se realizan
convenientemente midiendo las abundancias de ADNc mediante cualquiera de las diversas tecnologias de expresion
génica existentes.

La tecnologia de matriz de acidos nucleicos es una técnica Util para determinar la expresion de ARNm diferencial.
Una tecnologia de este tipo incluye, por ejemplo, chips de oligonucleétidos y micromatrices de ADN. Estas técnicas
se basan en fragmentos de ADN u oligonucleétidos que se corresponden con diferentes genes o ADNc que estan
inmovilizados sobre un soporte soélido y se hibridan con sondas preparadas a partir de conjuntos de ARNm total
extraidos de células, tejidos u organismos completos y se convierten en ADNc. Los chips de oligonucle6tidos son
matrices de oligonucledtidos sintetizados en un sustrato usando técnicas fotolitograficas. Se han producido chips
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que pueden analizar hasta 1700 genes. Las micromatrices de ADN son matrices de muestras de ADN, normalmente
productos de PCR, que se imprimen robo6ticamente sobre un portaobjetos microscépico. Cada gen se analiza
mediante una secuencia de ADN diana de longitud parcial o completa. Actualmente se preparan comercialmente de
manera rutinaria micromatrices con hasta 10.000 genes. La diferencia principal entre estas dos técnicas es que los
chips de oligonucleétidos normalmente utilizan oligonucleétidos de 25 meros que permiten el fraccionamiento de
moléculas de ADN cortas mientras que las dianas de ADN mas largas de las micromatrices, de aproximadamente
1000 pares de bases, pueden proporcionar mas sensibilidad en el fraccionamiento de mezclas de ADN complejas.

Otra medicién util de los métodos de la invencidn es la determinacién del estado de traduccion de la célula midiendo
las abundancias de la especie de proteina constituyente presente en la célula usando procedimientos bien
conocidos en la técnica.

Cuando se desea la identificacion de genes asociados con diversas funciones fisiolégicas, puede emplearse un
ensayo en el que se miden cambios en tales funciones como crecimiento celular, apoptosis, senescencia,
diferenciacion, adhesion, uniéon a una molécula especifica, unién a otra célula, organizacion celular, organogénesis,
transporte intracelular, facilitacion del transporte, conversion de energia, metabolismo, miogénesis, neurogénesis,
y/o hematopoyesis.

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

En la técnica se conocen bien otros métodos para detectar los productos de expresion génica e incluyen analisis de
transferencias de tipo Southern (deteccién de ADN), transferencias de punto o de ranura (ADN, ARN), transferencias
de tipo Northern (ARN), RT-PCR (ARN), inmunotransferencias de tipo Western (deteccion de polipéptidos) y ELISA
(polipéptidos). Aunque es menos preferido, pueden usarse proteinas marcadas para detectar una secuencia de
acido nucleico particular a la que se hibrida.

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 que incluyen, por ejemplo, reaccién en cadena de la
polimerasa (“PCR”), reaccién en cadena de la ligasa (“LCR”), amplificacion por desplazamiento de cadena (“SDA”),
amplificacion basada en la transcripcion, y similares. La PCR se lleva a cabo de acuerdo con técnicas conocidas en
las que, por ejemplo, se trata una muestra de acido nucleico en presencia de una ADN polimerasa termoestable, en
condiciones de hibridacién, con un par de cebadores oligonucleotidicos, con un cebador que se hibrida con una
cadena (molde) de la secuencia especifica que va a detectarse. Los cebadores son suficientemente
complementarios a cada cadena de molde de la secuencia especifica para hibridarse con la misma. Un producto de
extensién de cada cebador se sintetiza y es complementario a la cadena de molde de acido nucleico a la que se
hibrida. El producto de extensién sintetizado de cada cebador también puede servir como molde para la sintesis
adicional de productos de extension usando los mismos cebadores. Tras un nimero suficiente de rondas de sintesis
de productos de extension, puede analizarse la muestra tal como se describié anteriormente para evaluar si la
secuencia 0 secuencias que van a detectarse estan presentes.

La presente invencion puede entenderse mejor con referencia a los siguientes ejemplos no limitativos, que se
proporcionan para ilustrar la invencién.

Ejemplos

METODOS GENERALES

Las técnicas convencionales de clonacién molecular y ADN recombinante usadas en el presente documento se
conocen bien en la técnica y se describen por Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, N.Y. (1989) (Maniatis) y por T. J.
Silhavy, M. L. Bennan, y L. W. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, N.Y. (1984) y por Ausubel, F. M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc.
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 y G. Briggs Phillips, eds), American Society for Microbiology, Washington, DC.
(1994)) o por Thomas D. Brock en Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology, segunda edicion, Sinauer
Associates, Inc., Sunderland, MA (1989). Todos los reactivos, enzimas de restriccién y materiales usados para el
crecimiento y mantenimiento de células huésped se obtuvieron de Aldrich Chemicals (Milwaukee, WI), DIFCO
Laboratories (Detroit, Ml), GIBCO/BRL (Gaithersburg, MD) o Sigma Chemical Company (St. Louis, MO) a menos que
se especifique lo contrario.

Pueden lograrse manipulaciones de secuencias genéticas usando el juego de programas disponible del Genetics
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Computer Group Inc. (Wisconsin Package version 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI). Cuando se
usa el programa de GCG “Pileup”, puede usarse el valor por defecto de creacién de huecos de 12 y el valor por
defecto de extensién de huecos de 4. Cuando se usa el programa de CGC “Gap” o “Bestfit”, puede usarse la
penalizacién por creacion de huecos por defecto de 50 y la penalizacion por extensién de huecos por defecto de 3.
En cualquier caso en el que no se soliciten parametros del programa de GCG, en estos o en cualquier otro
programar de GCG pueden usarse valores por defecto.

El significado de las abreviaturas es tal como sigue: “h” significa hora(s), “min.” significa minuto(s), “s” significa
segundo(s), “d” significa dia(s), “wl” significa microlitro(s), “ml” significa mililitro(s), “I” significa litro(s), “uM” significa
micromolar, “mM” significa milimolar, “M” significa molar, “mmol” significa milimoles, “ug” significa microgramo(s),
“mg” significa miligramo(s), “A” significa adenina o adenosina, “T” significa timina o timidina, “G” significa guanina o
guanosina, “C” significa citidina o citosina, “x g” significa veces la gravedad, “nt” significa nucleétido(s), “aa” significa
aminoacido(s), “pb” significa par(es) de base(s), “kb” significa kilobase(s), “k” significa kilo, “w” significa micro, “°C”
significa grados centigrados, “C” en el contexto de una ecuacién quimica significa centigrado, “THF” significa
tetrahidrofurano, “DME” significa dimetoxietano, “DMF” significa dimetilformamida, “RMN” significa resonancia
magnética nuclear, “psi” se refiere a libras por pulgada cuadrada y “CCF” significa cromatografia en capa fina.

EJEMPLO 1: PREPARACION DE COMPUESTOS

Pueden prepararse los compuestos de la presente invencidn segun las siguientes rutas de sintesis.

1.1 Preparacion de isopropiliden-hidrazina

BaO
>:o +  H,N—NH, — =N,
, CH,OH NH,

Se equipé un matraz de 3 bocas de 500 ml con un agitador mecanico, termémetro y embudo de adicién. Se cargo6 el
recipiente con 140 ml de metanol y entonces se enfri hasta -5°C en un bafio de hielo/sal. Se afiadié entonces BaO
(7,5 g, 50 mmol) en porciones durante 5 minutos. Se observaron desprendimiento de gas y una emisién de calor. Se
alcanzd una temperatura maxima de 5°C. Se enfrié la reaccion hasta 0°C y se afadié monohidrato de hidrazina
(32 g, 0,64 moles) en una porcién, provocando que la mezcla se calentara hasta 5°C. Se enfrié el recipiente hasta
0°C y se agité la mezcla durante 10 minutos. Se afadié gota a gota una disolucion de acetona (37 g, 0,64 moles) en
40 ml de metanol a lo largo de 1 hora a 5°C. Se continud la agitacion, permitiendo que la reaccion se calentara
lentamente hasta temperatura ambiente. Se continu6 la agitacién durante la noche, pero si se permitia que la
reaccion avanzara durante sélo una hora, se obtenian rendimientos bastante satisfactorios. La 'H-RMN indicé la
ausencia de acetona y una reaccion completa. Se afnadi6 éter (300 ml), que provocé que precipitara mas sélido. Se
anadieron Celite 545 y MgSOQs, se filtr6 la mezcla a través de un lecho de Celite sobre papel de piel de tiburén S&S
en un embudo de vidrio sinterizado, y se elimind la mayoria del éter a o por debajo de la temperatura ambiente en un
evaporador rotatorio. Se destildé entonces cuidadosamente la disolucion. Se colocé el destilado en un matraz limpio y
se elimind el metanol restante mediante evaporacion en rotavapor sin aplicacion de calor. Se monitorizé el
procedimiento mediante 'H-RMN hasta que quedaba <2,5% de metanol. Se obtuvo |soprop|||den -hidrazina como un
liquido incoloro ligeramente turbio (41 g, 89%), y se usd como tal en reacciones posteriores. 'H-RMN (300 MHz,
CDCl3) & (ppm): 4,85 (a, 2H), 1,93 (s, 3H), 1,77 (s, 3H).

1.2 Preparacién de sec-butiliden-hidrazina

BaO
‘>:'o -+ H,N—NH, —_— —>:N\
: CH,OH NH,

Se cargd un matraz de 1 | equipado con un agitador mecéanico, termémetro y embudo de adicién con 250 ml de
metanol y se enfrié hasta 0°C. Se afnadié 6xido de bario (15,3 g, 100 mmol) en porciones con emisién de calor. Se
enfri6 la reaccién hasta 0°C y se afadié monohidrato de hidrazina (64,1 g, 1,28 mol) lentamente. Se agité la mezcla
de reaccion durante 10 minutos, tras lo cual se afadi6 gota a gota metiletilcetona (92,3 g, 1,28 mol) a lo largo de un
periodo de 30 minutos. Se agité entonces la reaccién durante 1 hora, manteniendo una temperatura por debajo de
8°C. La '"H-RMN indico la ausencia de cetona y una reaccion completa. Se afadié entonces éter (200 ml), y se filtré
el BaO a través de un lecho de gel de silice. Se liber6 el filtrado claro resultante de metanol en un evaporador
rotatorio a o por debajo de la temperatura ambiente, se cambié el receptaculo y se destilé el producto hidrazona
usando un bafio de agua fijado a 38°C. Tras desechar un pequefno volumen inicial y residuo, se obtuvieron 70 g de
sec-butiliden-hidrazina como un liquido incoloro claro. Se almacené el material bajo refrigeraciéon. 'H-RMN (300
MHz, CDCls) & (ppm): 4,9 (a, 2H), 2,25 (q, 2H), 1,78 (s, 3H), 1,07 (t, 3H). Angew. Chemie, 94, 2, 133 (1982).
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1.3 Preparacién de ciclopentiliden-hidrazina

BaO
O:o "+ HN-NH, — Q:N\
CH,OH NH,

Se preparo ciclopentiliden-hidrazina de una manera analoga con un rendimiento del 61%. Se almacend el material
bajo refrigeracion. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 4,9 (a, 2H), 2,35 (t, 2H), 2,2 (t, 2H), 1,9 (m, 2H), 1,78 (m, 3H),
1,07 (t, 3H).

1.4 Preparacién de (tetrahidro-piran-4-iliden)-hidrazina

o
o N/NHZ
BaO N HNNH,
O =0 + HN-NH, ——0 -~ N - ",
N .
~o
)

Se cargaron tetrahidro-4H-piran-4-ona (10 g, 0,1 mol) y metanol (150 ml) en un matraz de tres bocas de 500 ml
equipado con un embudo de adicion. Se enfrié el recipiente en un bafio de hielo y se mantuvo bajo una atmésfera de
nitrégeno mientras que se anadia gota a gota una disoluciéon de hidrazina (2,5 g, 50 mol) en 50 ml de metanol a lo
largo de un periodo de una hora. Se formé un precipitado blanco tras haberse afiadido aproximadamente la mitad de
la hidrazina. Se continué la agitacion durante la noche, y la CCF posterior indic6é un producto. Se elimin6 el metanol
a vacio, y se suspendi6 el residuo en hexano y se filtr6 para producir 9,1 g (46,4 mol) de N,N’-bis-(tetrahidro-piran-4-
iliden)-hidrazina como un sélido blanco. 'H-RMN (300 MHz, CDC13) 6 (ppm): 3,88 (t, 2H), 3,77 (t, 2H), 2,67 (t, 2H),
2,50 (t, 2H).

Se cargd este material junto con hidrazina (1,6 g, 50 mol) en un matraz de 300 ml equipado con un agitador
magnético y condensador de reflujo que contenia 100 ml de etanol absoluto, que se habia secado recientemente
mediante destilacion azeotropica con la ayuda de una trampa de Dean-Stark. Se calentd la mezcla de reaccién a
reflujo durante 6 horas, momento en el que el analisis de "H-RMN indico sélo una traza de azina. Se enfrié la mezcla
de reaccion y se elimind el disolvente en un evaporador rotatorio a 35°C. (Temperaturas superiores aceleran la
reversion a la azina). Se elimind el etanol restante mediante adicion repetida de tetracloruro de carbono, seguido por
eliminacion a vacio. Pudo aislarse tetrahidro-piran-4-iliden-hidrazina que contenia aproximadamente el 5-10% de
azina de esta manera. Tras reposar a temperatura ambiente, la hidrazona esta en una cantidad desproporcionada
con respecto a la azina en cuestion de dias. 'H-RMN (300 MHz, CDC13) & (ppm): 5,0 (a, 2H), 3,80 (m, 4H), 2,39 (m
4H).

1.5 Preparacién de indan-2-iliden-hidrazina

_NH,
H,NNH,

—_——

Se cargaron indan-2-ona (25 g) y metanol (25 ml) en un matraz de 3 bocas de 500 ml con un embudo de adicion y
agitador magnético bajo una atmésfera de nitrébgeno. Se anadié gota a gota una disolucion de monohidrato de
hidrazina (4,73 g) en 50 ml de metanol a lo largo de una hora a temperatura ambiente. Se continu6 la agitacién

durante la noche. Se recogi6 el precipitado resultante (aprox. 15,5 g), y se agité con una mezcla de agua/cloroformo.
Se secé la fase de cloroformo y se eliminé el disolvente a vacio para dar un sélido blanco-rojizo. El sobrenadante
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original contenia mas de la N,N’-di-indan-2-iliden-hidrazina deseada. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,4 (m,
1H), 7,3 (m, 3H), 3,93 (s, 2H), 3,82 (s, 2H).

Se disolvi6 la azina intermedia (15,35 g) en 200 ml de etanol absoluto en un matraz de fondo redondo de 500 ml. Se
eliminaron por destilacién aproximadamente 50 ml del disolvente, tras lo cual se afadié una disolucion de 1,9 g de
hidrazina anhidra en etanol. Se calent6 la reaccién a reflujo durante 90 minutos, momento en el que el compuesto de
azina de partida ya no podia detectarse mediante 'H-RMN. Se aislé indan-2-iliden-hidrazina como un sélido marrén.
'H-RMN (300 MHz, CDC13) & (ppm): 7,3 (m, 4H), 5,05 (s a, 2H), 3,76 (s, 2H), 3,58 (s, 2H). La pureza de indan-2-ona
comercial puede ser particularmente critica para el éxito de esta reaccion.

1.6 Preparacion de (1-metil-piperidin-4-iliden)-hidrazina

H,NNH,
—N O + HN—NH, -

Se cargaron 1-metil-piperidin-4-ona (22,6 g, 0,2 mol) y metanol (200 ml) en un matraz de tres bocas de 500 ml
equipado con un embudo de adicion. Se enfrié el recipiente en un bafio de hielo y se mantuvo bajo una atmésfera de
nitrégeno mientras que se afnadia gota a gota una disolucién de monohidrato de hidrazina (5 g, 0,1 mol) en 50 ml de
metanol a lo largo de un periodo de una hora. Se formé un precipitado blanco tras haberse afnadido
aproximadamente la mitad de la hidrazina. Se continu6 la agitacién durante la noche, y la CCF posterior indicé un
producto. Se elimin6 el metanol a vacio, y se suspendié el residuo en hexano y se filtr6 para proporcionar N,N’-bis-
(1-metil-piperidin-4-iliden)-hidrazina. 'H-RMN (300 MHz, CDC13) & (ppm): 2,6 (m, 8H), 2,5 (m, 8H), 2,33 (s, 6H).

Se carg6 este material junto con hidrazina anhidra (5,2 g, 0,162 mol) en un matraz de 500 ml equipado con un
agitador magnético y condensador de reflujo que contenia 200 ml de etanol absoluto, que se habia secado
recientemente mediante destilacion azeotrépica con la ayuda de una trampa de Dean- Stark Se calent6 a reflujo la
mezcla de reaccion amarilla clara durante 4 horas, momento en el que el analisis de 'H-RMN indicé una pequefa
cantidad de azina. Se afiadieron 2 g adicionales de hidrazina y se continué calentando durante 4 horas adicionales.
Se enfri6 la mezcla de reaccion y se elimin6 el disolvente en un evaporador rotatorio. (Temperaturas superiores
aceleran la reversion a la azina). Se eliminé el etanol restante mediante adicion repetida de tetracloruro de carbono
seguido por eliminacién a vacio. Se obtuvo (1-metil-piperidin-4-iliden)-hidrazina como un aceite amarillo en una
cantidad de 12,5 g, que contenia aproximadamente un 5% de azina. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 5,0 (a, 2H),
2,5 (m, 4H), 2,4 (m, 4H), 2,33 (s, 6H).

1.7 Preparacién de benciliden-hidrazina

H H
0 Ba® =N-NH
+ H,N—NH, - 2

CH,OH

Se cargd un matraz de 1 | equipado con un agitador mecanico, termémetro y embudo de adicién con 250 ml de
metanol y se enfrid hasta 0°C. Se afadié 6xido de bario (9,8 g, 64 mmol) en porciones con emision de calor. Se
enfri6 la reaccién hasta 0°C y se anadié lentamente monohidrato de hidrazina (64,1 g, 1,28 mol). Se agité la mezcla
de reaccion durante 10 minutos, momento tras el que se afadié gota a gota benzaldehido (135,8 g, 1,28 mol) a lo
largo de un periodo de 30 minutos. Se agité entonces la reaccion durante 1 hora, mientras que se mantenia una
temperatura por debajo de 82C. La 'H-RMN indicé la ausencia de cetona y una reaccion completa. Se afiadio éter
(200 ml) y se filtré el BaO a través de un lecho de gel de silice. Se liber6 el filtrado claro resultante de metanol en un
evaporador rotatorio a o por debajo de la temperatura ambiente. Se retiré mediante filtracién una gran masa de azina
sélida amarilla brillante ('H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,67 (s, 2H), 7,85 (m, 4H), 7,47 (m, 6H)), y se destilo el
filtrado para proporcionar aprox. 12 g de benciliden-hidrazina destilada. Se almacené el material bajo refrigeracion.
'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,74 (s, 1H), 7,53 (m, 2H), 7,35 (m, 3H), 5,5 (a, 2H).
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1.8 Preparacion de (1-fenil-etiliden)-hidrazina

o) BaO =N—NH,
+ . H,N-NH, |
CH,OH

Se cargd un matraz de 1 | equipado con un agitador mecanico, termémetro y embudo de adicién con 300 ml de
metanol y se enfrid hasta 0°C. Se afadié 6xido de bario (8,4 g, 55 mmol) en porciones con emision de calor. Se
enfri6 la reaccién de nuevo hasta 0°C y se afiadioé lentamente monohidrato de hidrazina (54,6 g, 1,09 mol). Se agité
la mezcla de reaccién durante 10 minutos, tras lo cual se afadié gota a gota benzaldehido (131,5 g, 1,09 mol) a lo
largo de un periodo de 30 minutos. Se agitdé entonces la reaccion durante 1 hora, mientras que se mantenia una
temperatura por debajo de 8°C. La 'H-RMN indicé la ausencia de cetona y una reaccion completa. Se afiadio éter
(200 ml) y se filtré el BaO a través de un lecho de gel de silice. Se liber6 el filtrado claro resultante de metanol en un
evaporador rotatorio a o por debajo de la temperatura ambiente. Se destilé el concentrado restante a aprox. 1 torr y
se recogi6 la (1-fenil-etiliden)-hidrazina deseada a 91-94°C en una cantidad de 50 g. 'H-RMN (300 MHz, CDC13) &
(ppm): 7,65 (m, 2H), 7,35 (m, 3H), 5,37 (a, 2H), 2,13 (s, 3H). Durante la destilacién, aparecié un sélido amarillo
brillante de N,N’-bis-(1-fenil-etiliden)-hidrazina en el recipiente de destilacion. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm):
7,95 (m, 4H), 7,45 (m, 6H), 2,32 (s, 6H).

1.9 Preparacién de (2,2,2-trifluoro-1-metil-etiliden):hidrazina

0 - BaO —=N-NH,
F + H2N“NH2 F
FE CH,OH

F F.

Se cargd monohidrato de hidrazina (69 g, 1,37 mol) a un matraz de una unica boca de 300 ml equipado con un
agitador magnético y embudo de adicion. Se enfrié el recipiente en un barno de hielo, a medida que se anadia gota a
gota trifluoroacetona (77 g, 0,687 moles) a lo largo de un periodo de horas. Se agit6 la mezcla de reaccion durante
una hora adicional y se extrajo varias veces con éter. Se eliminé el disolvente de los extractos de éter combinados,
proporcionando aproximadamente 50 g de un solido ceroso. Se destild este material a presion atmosférica,
produciendo aprox. 13 g de (2,2,2-trifluoro-1-metil-etiliden)-hidrazina como un destilado incoloro claro. 'H-RMN
(300 MHz, CDC13) & (ppm): 5,7 (a, 2H), 1,87 (s, 3H); p.e. 135°C.

1.10 Preparacién de oxima de 3,5-dimetil-benzaldehido

H N<
H © hidroxilamina-HCI ~ OH
acetato de sodio
| —
CH,OH

Se establecié un matraz de fondo redondo de 2 | con un agitador mecanico, termémetro, entrada de Nz y
condensador de reflujo. Se afnadié una disolucién de 3,5-dimetil-benzaldehido (70 g, 522 mmol) en 300 ml de
metanol, seguido por la adicién de acetato de sodio (44 g, 536 mmol). Se afadié hidroxilamina-HCI (37 g, 532 mmol)
en porciones a lo largo de 5 minutos, tiempo durante el que la temperatura maxima alcanzada sin enfriamiento fue
de 27°C. Se agit6 la mezcla durante 2 horas adicionales a temperatura ambiente. La CCF (acetato de etilo al 10% en
hexano) indic6 la ausencia del aldehido de partida y la aparicién de oxima. Se eliminé la mayoria del metanol en un
evaporador rotatorio, dando como resultado la formaciéon de un precipitado. Se afhadieron éter y agua a la
suspensién concentrada, y se recogié entonces la fase de éter, se secé sobre MgSQO, y se retird en un evaporador
rotatorio. Se secé el material cristalino blanco al aire, dando como resultado 77 g (100%) de oxima de 3,5-dimetil-
benzaldehido. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,09 (s, 1H), 7,22 (s, 2H), 7,05 (s, 1H), 2,33 (s, 6H).

1.11 Preparacién de cloruro de benzohidroximoilo

Método A:
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NP ->~oc:| O N,

ccl,

Se equipd un matraz de fondo redondo de 125 ml con un agitador magnético, termémetro y embudo de adicién de
presioén igualada. Se carg6 oxima de benzaldehido (25 g, 0,206 mol) disuelta en 40 ml de CCl4 en el recipiente. Se
protegié la reaccion de la luz brillante a medida que se afadia gota a gota una disolucién de hipoclorito de t-butilo
(12,1 g, preparado mediante la acciéon de NaOCI sobre alcohol t-butilico segun Organic Syntheses, volumen 5, p.
183) en 20 ml de CCl4 a lo largo de un periodo de 40 minutos. Se desarrollaron una emision de calor transitoria y
color agua. Se continué la agitacién durante la noche a temperatura ambiente, momento tras el que se elimind la
mayor parte del CCls de la mezcla de reaccién amarilla a vacio. Se anadié pentano y se enfrié la disolucion,
provocando la formacién de cristal del cloruro de hidroximoilo deseado con un rendimiento de 9,0 g. 'H-RMN
(200 MHz, CDCls) & (ppm): 8,4 (s, 1H, N-OH), 7,87 (m, 2H), 7,45 (m, 3H).

Método B:

H N o %om Ch Ny
————
isopropancl

1,2-dicloroetano

Se cargd un matraz de fondo redondo de 3 bocas de 100 ml, equipado con un agitador magnético y termémetro, con
40 ml de dicloroetano, 1,06 g de oxima de benzaldehido y 10 ml de isopropanol. Se enfrié el recipiente hasta -12°C
en un bafno de hielo y sal. Se afadié gota a gota hipoclorito de t-butilo (opcionalmente como una disolucién en
dicloroetano) a lo largo de varios minutos con agitacion rapida, mientras que se mantenia la temperatura por debajo
de 10°C. Se observé un destello de color azul durante varios segundos. Se agité la mezcla durante 15 minutos con
enfriamiento continuo. Se eliminaron el disolvente y el subproducto alcohol t-butilico en un evaporador rotatorio y se
capturo varias veces con cloroformo. Tras la tercera captura, se formé un polvo, que se lavd de nuevo con
cloroformo, dando como resultado formacion de cristal de 1,32 g del producto. La CCF indic6é un Unico punto que
eluyo ligeramente mas arriba que la oxima inicial, Rf=0,4; Rf(oxima)=0,32 (hexano:acetato de etilo 4:1). Se almacend6
el producto cloruro de benzohidroximoilo en el congelador. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,63 (s, 1H, N-OH),
7,87 (m, 2H), 7,45 (m, 3H).

Precaucién: El hipoclorito de t-butilo es odorifero y un intenso lacrimégeno. El cloruro de benzohidroximoilo puede
no ser térmicamente estable, por tanto manipularlo con una espatula no metdlica, protegerlo de la luz fuerte y
almacenarlo en el congelador. McGillivray, G.; ten Krooden, E.; S. Africa J. Chem. 986, 39(1).

Se prepararon los siguientes cloruros de hidroximoilo adicionales mediante el método B:

Cloruro de 3,5-dimetilbenzohidroximoilo: un solido blanco tras la cristalizacién en pentano frio, pentano/CHCI; o
heptano. "H-RMN (300 MHz, CDCls) 6 (ppm): 8,4 (a, 1H), 7,45 (s, 2H), 7,12 (s, 1H), 2,35 (s, 6H).

Cloruro de 4-fenilbenzohidroximoilo: rendimiento del 87%. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,95 (d, 2H), 7,65 (m,
4H), 7,37-7,5 (m, 3H), 1,65 (s a, 1H).

Cloruro de 4-clorobenzohidroximoilo: sélido floculento, rendimiento del 100%. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm):
7,8 (d, 2H), 7,4 (d, 2H), 1,7 (s a, 1H). Rf (hexano:acetato de etilo 1:1) = 0,63.

Cloruro de 4-trifluorometoxibenzohidroximoilo: rendimiento del 98%. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,95 (s, 1H,
N-OH), 7,3 (d, 2H).

Cloruro de 3-trifluorometilbenzohidroximoilo: rendimiento del 99%. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,12 (s, 1H),
8,11 (s, 1H), 8,08 (d, 1H), 7,72 (d, 1H), 7,55 (t, 1H).

Cloruro de 2-metoxibenzohidroximoilo: rendimiento del 99%. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 9,6 (s, 1H), 7,6 (d,
1H), 7,34 (t, 1H), 7,0 (m, 2H), 3,9 (s, 3H). Rf (hexano:acetato de etilo 1:1) = 0,5.

Cloruro de 2,3-[1,3]dioxol-benzohidroximoilo. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,95 (s a, 1H, N-OH), 7,4 (d, 1H),
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7,3 (s, 1H), 6,85 (d, 1H), 6,05 (s, 2H).

Cloruro de 2,4-dimetoxibenzohidroximoilo. "H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,55 (d, 1H), 6,5 (d, 1H), 6,45 (s, 1H),
3,96 (s, 3H).

Cloruro de 3-nitrobenzohidroximoilo: rendimiento del 100%. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,71 (s, 1H, N-OH),
8,45 (s, 1H), 8,30 (d, 1H), 8,19 (d, 1H), 7,65 (t, 1H). Rf (hexano:acetato de etilo 1:1) = 0,5.

1.12 Preparacién de aril-[1,2,4]oxadiazol-4-ilaminas

Método A-1
HO Q,
N K00,/ CHCl | [ ~N
| HO | |
. e — Ty
. !
HN~ “ 40C - HN

Se mezclaron una disolucion de isopropiliden-hidrazina (0,59 g, 8 mmol) en 15 ml de cloroformo y una disolucién
acuosa de KoCOs (0,5 g en 3 ml de agua) y se enfrié en un matraz de fondo redondo de 50 ml enfriado con hielo y
agua. Se afnadié lentamente una disolucién de cloruro de benzohidroximoilo (0,51 g, 3,2 mmol) en 10 ml de
cloroformo con agitacion magnética vigorosa. Se reemplazé el bafio de hielo por un bafo de agua a 40°C y se agitd
la mezcla a 40°C durante 2 horas y entonces se monitorizé6 mediante CCF (acetato de etilo:hexanos 1:1). Cuando la
progresion de la reaccién comenzé a decelerar significativamente, se sometié la mezcla a tratamiento final mediante
la adicion de 10 ml de agua y 60 ml de cloroformo o cloruro de metileno. Se retir6 la fase organica en un embudo de
decantacion, se seco sobre MgSO. y se elimino el disolvente en un evaporador rotatorio para producir un semisélido.
Se triturd el producto en bruto con éter al 2% en hexanos (30 ml), mediante agitacion magnética en un matraz de
fondo redondo o manipulando el material con una espatula. La filtracion y el secado al aire proporcionaron 5,5-
dimetil-3-fenil-[1,2,4]oxadiazol-4-ilamina con un rendimiento de aprox. el 40%. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm):
7,77 (m, 2H), 7,48 (m, 3H), 3,4 (a), 1,55 (s, 6H).

Se prepararon las siguientes oxadiazolinas adicionales mediante el método A-1:

3-(4-Cloro-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4Joxadiazol-4-ilamina: rendimiento del 52%, trituracion en pentano. 'H-RMN
(300 MHz, CDClg) & (ppm): 7,72 (d, 2H), 7,42 (d, 2H), 3,5 (s, 1H), 1,6 (s, 1H), 1,54 (s, 6H). Rf= 0,46 (acetato de
etilochexano 1:1).

3-Benzo[1,3]dioxol-5-il-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-ilamina: rendimiento del 35%, trituracién en éter al 10% en
hexano o cromatografia en gel de silice con gradiente de acetato de etilo/hexano. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) &
(ppm): 7,22 (s, 1H), 7,87 (s, 1H), 7,85 (s, 1H), 6,0 (s, 2H), 3,5 (s a, 2H), 1,52 (s, 6H).

3-(2-Metoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-ilamina. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,5 (d, 2H), 7,05 (m,
2H), 3,91 (s, 3H), 3,7 (s a, 2H), 1,54 (s, 6H). Cromatografia en gel de silice con gradiente de acetato de etilo/hexano,
Rf= 0,25 (acetato de etilo:hexano 1:1 1).

3-(3-Trifluorometil-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-ilamina: trituracion en heptano, rendimiento del 47%. 'H-RMN
(300 MHz, CDCls) 6 (ppm): 8,1 (s, 1H), 7,95 (d, 1H), 7,7 (d, 1H), 7,55 (t, 1H), 3,5 (s a, 2H), 1,57 (s, 6H).

3-(4-Trifluorometoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4Joxadiazol-4-ilamina: trituracion en heptano, rendimiento del 28%. 'H-
RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,85 (d, 2H), 7,3 (d, 2H), 3,55 (s a, 2H), 1,55 (s, 6H). Cromatografia en gel de silice
con gradiente de acetato de etilo/hexano.

3-Bifenil-4-il-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-ilamina: trituracion en pentano, rendimiento del 49%. 'H-RMN (300 MHz,
CDCls) & (ppm): 7,85 (d, 2H), 7,65 (m, 4H), 7,5 (t, 2H), 3,6 (s a), 1,57 (s, 6H).

3-(2,4-Dimetoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4Joxadiazol-4-ilamina: cromatografia en gel de silice con gradiente de acetato
de etilo/hexano, trituracion en éter:hexano 2:3, Rf=0,14 (acetato de etilo:hexano 1:1). 'H-RMN (300 MHz, CDCls) &
(ppm): 7,48 (s, 1H), 7,3 (s, 1H), 6,58 (s, 1H), 3,96 (s, 3H), 3,92 (s, 3H), 3,65 (s a, 2H), 1,52 (s, 6H).

3-(2,4-Dicloro-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-ilamina. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,5 (s, 1H), 7,45 (d,
1H), 7,35 (d, 1H), 3,53 (s, 2H), 1,57 (s, 6H).
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Método A-2
O'T
HOL K,CO3/CHEly | e -
. wo |
ci 45C N
I HN
Ha ]

Se mezclaron una mezcla de indan-2-iliden-hidrazina (250 mg) y clorooxima de 3,5-dimetil-benzaldehido (314 mg)
con CHCI3 (10 ml) y KoCO3 acuoso (6 ml, 0,167 g/ml) a 45°C durante un periodo de 4 horas. Se diluyeron las fases
de la mezcla de reaccién y se repartieron, y se secd la fase organica y se evapord el disolvente a vacio. La
cromatografia en columna del producto en bruto sobre gel de silice usando acetato de etilo al 10% en hexano
produjo 0,52 g de 3-(3,5-dimetil-fenil)-7,8-benzo-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4,4]non-2-en-4-ilamina. Se cristaliz6 una
muestra analitica en CHCla/pentano. 'H-RMN (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7,37 (s, 2H), 7,22 (m, 4H), 7,11 (s, 1H), 3,6
(d, 2H), 3,57 (s a, 2H), 3,32 (d, 2H), 2,36 (s, 6H).

Método B

Zz-0
+
~ ,O
P

=z

E: K,CO,/ H,0

CH Cl, 2
25C

Se cargd un matraz de fondo redondo con una disolucién de 20 g de K2CO3 en 50 ml de agua y se enfrié en un bario
de hielo. Se anadié ciclopentiliden-hidrazina (7,9 g, 80 mmol) en 25 ml de CHxCl,, seguido por una adiciéon gota a
gota de cloruro de benzohidroximoilo (5 g, 0,032 mmol) en 25 ml de CHxCl; a lo largo de un periodo de 15 minutos.
Se agit6 la mezcla durante varios dias, y se permitié que se calentara hasta temperatura ambiente. Se afiadieron
agua (50 ml) y CHxCl> (50 ml) y se separaron las fases. Se lavé dos veces la fase organica con 50 ml de agua, se
seco sobre MgSO, y se filir6. Se elimind el disolvente a vacio, dejando 9 g de un sélido ceroso. La cristalizacion en
acetato de etilo/hexano proporcion6 3,5 g (50%) de 3-fenil-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4,4]non-2-en-4-ilamina tras secar.
'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,72 ((m, 2H), 7,46 (m, 3H), 3,54 (s, 2H), 2,1 (m, 2H), 2,0 (m, 2H), 1,85 (m, 2H),
1,8 (m., 2H).

Se prepararon las siguientes oxadiazolinas adicionales mediante el método B:

3-(3,5-Dimetil-fenil)-5-etil-5-metil-[1,2,4]oxadiazol-4-ilamina: cristales en hexanos, rendimiento del 9%. 'H-RMN
(300 MHz, CDCls) 6 (ppm): 7,31 ((s, 2H), 7,1 (s, 1H), 3,5 (s, 2H), 2,35 (s, 6H), 1,85 (m, 2H), 1,48 (s, 3H), 1,03 (t, 3H).

3-(3,5-Dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-ilamina: cristales en acetato de etilo, rendimiento del 20%.
'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,32 ((s, 2H), 7,1 (s, 1H), 3,55 (s, 2H), 2,35 (s, 6H), 2,1 (m, 2H), 2,0 (m, 2H),
1,85 (m, 2H), 1,8 (m., 2H).

3-(3,5-Dimetil-fenil)-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-ilamina: cristales. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm):
7,34 (s, 2H), 7,15 (s, 1H), 4,0 (m, 2H), 3,87 (dt, 2H), 3,55 (s a, 2H), 2,36 (s, 6H), 2,1 (m, 2H), 1,9 (d a, 2H).

3-Fenil-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-ilamina: cristales en CHCls/hexano tras cromatografla en gel de
silice (acetato de etilo al 0-15% en hexanos), p.f. 168-9°C, Rf=0,5 (acetato de etilo:hexanos 1:1). 'H-RMN (300 MHz,
CDCl3) & (ppm): 7,86 (m, 2H), 7,157 (m, 3H), 3,92 (m, 2H), 3,87 (dt, 2H), 3,61 (s a, 2H), 2,1 (m, 2H), 1,85 (d a, 2H).

Método C
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Se afiadié gota a gota una disoluciéon de cloruro de benzohidroximoilo en CCls a lo largo de 15 minutos a una
disolucién de isopropiliden-hidrazina (3,6 g, 50 mmoles) y trietilamina (3,0 g, 50 mmoles) en 10 ml de CHCls. Se
continud la agitacion durante 2 horas mientras que se permitia que la mezcla se calentara hasta temperatura
ambiente. La CCF indic6é que la reaccion era completa. Se lavo la mezcla de reaccidn tres veces con agua, se seco
sobre MgSOs y se filtr6. Se elimin6 el disolvente a vacio y se cristalizé el producto, 5,5-dimetil-3-fenil-
[1,2,4]oxadiazol-4-ilamina, en CHCls/hexano, dando como resultado 1,2 g con un rendimiento del 20,9%. "H-RMN
(300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,79 (m, 2H), 7,5 (m, 3H), 3,55 (s, 2H), 1,55 (s, 6H). El uso de cloruro de hidroximoilo de
alta calidad y la adicién a 0°C dio como resultado rendimientos mejorados (40%).

Se preparo la siguiente oxadiazolina adicional mediante el método C:
3-(3,5-Dimetil-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-ilamina: purificacion mediante cromatografia en gel de silice con
gradiente de acetato de etilo/hexano (Rf=0,5 hexano:acetato de etilo 2:1), o cristalizaciéon en éter/heptano. "H-RMN
(300 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 7,32 (s, 2H), 7,12 (s, 1H), 3,52 (s, 2H), 2,35 (s, 6H), 1,53 (s, 6H).

Tabla 1: Optimizacion de la cicloadiciéon [3+2] de N-6xido benzonitrilo e isopropiliden-hidrazina.

o
I/
D T— T . N
NH, HN

Método | Disolvente | Base | Temp. Tiempo Rendimiento Comentarios
A CHCI3/H2O | KoCO3 | 40-502C 2h 40% mas rapido, conveniente
B CHCI3/H2O | K2CO3 | 0-40°C 6 h 45% producto mas fécil de purificar
C CH2Cl2 EtsN | 0-25°C 3h 20-24%
D CHCIs EtsN 0-25°C | durante la noche 40% aparecen impurezas tras 3 horas
E isopropanol EtsN 25°C 2h 18%
F CHCl; piridina | 25°C 3h 7%
G tolueno/H20O | KoCO3 | 45°C 4h 27%
Notas:

1. Se anadi6 disolucion de clorooxima/CHCI3 a la mezcla de hidrazona y base, a menos que se indique lo contrario.
2. Reacciones realizadas con hidrazona de acetona de una pureza de aproximadamente el 80% (el resto comprende
azina).

3. Producto purificado mediante trituracion con éter al 2%/hexanos, pero también puede someterse a cromatografia
sobre gel de silice usando EtOAc al 20% en hexanos, Rf = 0,4 en etilacetato:hexanos 1:1.

1.13 Preparacion de N-aroil-4-amino-A®-1,2,4-oxadiazolinas

Método A:
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acetato de etilo
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Cl
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N
H,N

+

Cl cl
RG-120035

Se disolvieron cloruro de 4-etilbenzoilo (78,4 mg, 0,466 mmol) y 3-(4-cloro-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-
ilamina (100 mg, 0,444 mmol) en 4 ml de acetato de etilo en un vial de 20 ml. Con agitacién magnética, se afadio
una disolucién acuosa de KoCOs (2 ml, 0,166 g/ml), y se agité la mezcla a temperatura ambiente durante 18-64
horas. Se transfirié la mezcla de reacciéon a un embudo de decantacion. Se retird la fase organica y se evapor6 hasta
sequedad a vacio a temperatura ambiente y entonces a 50°C durante 30 minutos. Se trituré el residuo con una
disolucién de éter al 10% en hexano (7 ml) durante 3-8 horas con agitacion magnética, y se retir6 el precipitado
floculento resultante y se trituré de nuevo con éter al 5% en hexano. El secado en horno de vacio a 50°C durante 30
minutos produjo N-[3-(4-cloro-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-3-etil-benzamida con una pureza del 90%. 'H-
RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,72 (d, 2H), 7,6 (d, 2H), 7,35 (d, 2H), 7,25 (d, 2H), 2,7 (q, 2H), 1,63 (s, 6H), 1,22 (t,
3H). Se purificaron algunos analogos mediante trituracion con pentano, hexano o heptano, o alternativamente,
mediante cromatografia en columna usando un gradiente de acetato de etilo/hexano.

Se prepararon la mayoria de las N-aroil-4-amino-A®-1,2,4-oxadiazolinas mediante este método.

—X N N/
cl NLC N
+
HN CH,Cl, | .

Método B:

0]

0-25C

RG-120042

A una disolucién de 5,5-dimetil-3-fenil-[1,2,4]oxadiazol-4-ilamina (0,5 g, 2,6 mmol) en 5 ml de CHxCl,, se le anadié
K2COs3 acuoso (0,54 g, 3,9 mmol en 5 ml de agua). Se enfri6 la mezcla en un bafio de hielo, y se anadié una
disolucion de cloruro de 2-metil-3-metoxibenzoilo en 5 ml de CH2Cl2 a la mezcla de reaccién. Se continué la
agitacion a temperatura ambiente durante varios dias. Se afadieron agua y CHzCly, se separaron las fases y se lavo
la fase organica dos veces con agua, una vez con salmuera y se secd sobre MgSQO,. Se filtrd la disolucion y se
elimin6 el disolvente a vacio. La cromatografia en columna sobre gel de silice proporcioné N-(5,5-dimetil-3-fenil-
[1,2,4]oxadiazol-4-il)-3-metoxi-2-metil-benzamida de alta pureza, pero con bajo rendimiento. 'H-RMN (300 MHz,
CDCls) & (ppm): 7,75 (s, TH[NH]), 7,70 (d, 2H), 7,4 (m, 3H), 7,1 (t, 1H), 6,85 (d, 1H), 6,6 (d, 1H), 3,78 (s, 3H), 1,99 (s,
3H), 1,61 (s, 6H), p.f. 141-142°C. Un subproducto principal fue anhidrido de 2-metil-3-metoxibenzoilo.

Método C-1:

o \\(o\ Q \}'O\
N

NN
NaOH al 20% N
ca N H
H,N tolueno
25-50C o
/O ~
RG-120080

Se afiadio una disolucion acuosa al 20% de NaOH (275 mg, 1,37 mmol) a una disolucién de 3-(3,5-dimetil-fenil)-5,5-
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dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-ilamina (200 mg, 0,91 mmol) en 2 ml de tolueno. Se anadié entonces cloruro de 2-etil-3-
metoxibenzoilo (199 mg, 1 mmol) a la mezcla. Se agité la reaccién a temperatura ambiente durante 2 horas, y
entonces se calent6 a 50°C durante 1 hora. La CCF indicé 3 puntos. Se afiadieron entonces agua, NaOH diluido y
CHCI; a la mezcla de reaccion. Se separ6 la fase organica, se secé sobre MgSO, y se eliminé el disolvente a vacio.
Se triturd el residuo con éter al 10% en hexano. La filtracion y el secado al aire del solido resultante proporcionaron
100 mg (rendimiento del 29%) de N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-etil-3-metoxi-benzamida.
'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,42 (s, 2H), 7,11 (s, 1H), 7,11 (t, 1H), 6,9 (d, 1H), 6,67 (d, 1H), 3,81 (s, 3H),
2,55 (q, 2H), 2,34 (s, 6H), 1,7 (s a, 6H), 1,05 (t, 3H), Rf=0,5 (acetato de etilo:hexano 1:1).

Método C-2:

0 Af‘-)\
Cl N-_~# N
NaOH al 20% - H" _
O tolueno 0
k/‘) 25-50 C
L_o

RG-121517

Se afiadieron aproximadamente 18,5 mg (0,42 mmol) de cloruro de 5-etil-2,3-dihidro-benzo[1,4]dioxina-6-carbonilo a
103 mg (0,5 mmol) de 5,5-dimetil-3-fenil-[1,2,4]oxadiazol-4-ilamina en 2 ml de tolueno en un vial de 20 ml. Se
anadieron entonces 400 mg de una disolucion acuosa de NaOH al 20%. Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente
durante 20 horas, y entonces se calent6 cuidadosamente a 50°C durante 1 hora. Se transfirié la mezcla de reaccion
a un embudo de decantacion con CHCI3 y se extrajo con NaHCOs diluido. Se seco el extracto de CHCIs y se evaporo
hasta sequedad Se triturd el residuo con pentano para eliminar el tolueno, y se trituré entonces con éter al 5%-
hexano. La "H-RMN indicé el producto deseado, acido 5-etil-2,3-dihidro-benzo[1 4]d|oxma -6-carboxilico (5,5-dimetil-
3-fenil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-amida, con un nivel de pureza de aproximadamente el 60%. 'H-RMN (300 MHz, CDCI3)
S (ppm): 7,42 (s, 2H), 7,11 (s, 1H), 7,11 (t, 1H), 6,9 (d, 1H), 6,67 (d, 1H), 3,81 (s, 3H), 2,55 (q, 2H), 2,34 (s, 6H), 1

(s a, 6H), 1,05 (1, 3H), Rf=0,5 (acetato de etilo:hexano 1:1).

Método D:

0 \\/0\
N
/ NaOH al 5%

9 ﬁl——q
NN
cl N N
+ / H
H,N tolueno
: 25C
/O

RG-120080

Se afadié una disolucién acuosa al 5% de NaOH (4 ml) a una disolucion de 3-(3,5-dimetil-fenil)-5,5-dimetil-
[1,2,4]oxadiazol-4-lamina (90 mg) en 6 ml de tolueno. Se afadié entonces cloruro de 2-etil-3-metoxibenzoilo
(140 mg) a la mezcla. Se agit6 la reaccion a temperatura ambiente durante 30 horas. Se anadieron agua y CHCls.
Se separé la fase organica, se secd sobre MgSO, y se eliminé el disolvente a vacio. Se triturd el residuo con 100 ml
de éter al 10% en hexano mediante agitacion magnética de la mezcla en un recipiente durante 1 hora. La filtracion y
el secado al aire del sélido resultante proporcionaron 62 mg (rendimiento del 40%) de N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5,5-
dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-etil-3-metoxi-benzamida. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,42 (s, 2H), 7,11 (s,
1H), 7,11 (t, 1H), 6,9 (d, 1H), 6,67 (d, 1H), 3,81 (s, 3H), 2,55 (q, 2H), 2,34 (s, 6H), 1,7 (s a, 6H), 1,05 (i, 3H), Rf=0,5
(acetato de etilo:hexano 1:1). El filtrado contenia una cantidad adicional del producto deseado.

Método E:
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0-25C

RG-120115

A una disolucién con agitacion enfriada con hielo de la 5,5-dimetil-3-fenil-[1,2,4]oxadiazol-4-ilamina (0,5 g, 2,6 mmol)
en 6 ml de etanol, se le afnadié un exceso de cloruro de 4-etilbenzoilo (4 ml), seguido por NaOH acuoso (al 8%,
7 ml). Se agité la disolucién durante la noche y se permitié que se calentara hasta temperatura ambiente. Se diluy6
la mezcla con agua y se extrajo con CH2Cl.. Se secaron los extractos de CH2Cl> combinados sobre MgSQOs y se
eliminé el disolvente a vacio. Se aislo el producto N-(5,5-dimetil-3-fenil-[1,2,4Joxadiazol-4-il)-3-etil-benzamida
mediante cromatografia en gel de silice. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,8 (m, 3H), 7,6 (d, 2H), 7,4 (m, 2H),
7,2 (d, 2H), 2,7 (g, 2H), 1,65 (s, 6H), 1,2 (t, 3H).

Tabla 2: Optimizacion de la formacién de amida entre cloruro de 2-etil-3-metoxibenzoilo y 3-(3,5-dimetil-fenil)-5,5-
dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-ilamina.

A(O“ | +0‘N
/ tolueno NN
a 4, N . H
H,N
o}
_0 ~

RG-120080
Tiempo Temp. Base Rendimiento
4-5h 25°C NaOH al 20% 24%
2 dias 25°C K2COs al 25% 20%
2 dias 25°C K2COs al 50% 8%
20-30 h 25°C NaOH al 5% 40%
20+h 25°C NaOH al 3% >60%

1. La purificacién mediante trituracion con éter al 5-10%-hexanos dio producto puro al 90-98%. Un contenido en éter
superior reduce el rendimiento pero mejora la pureza.

2. En experimentos separados con 3-NOy/oxadiazolina, K2CO3/CH»Cl; dio al menos rendimientos del 50%.

3. También se encontré que KoCO3/EtOH era aceptable. (1 eq. de oxadiazolina, 2 eq. de ROCI, 2,5 eq. de K>COs).

4. NaH/THF a 25°C o NaH/THF/DMF a 25-75°C para la oxadiazolina no sustituida y cloruro de 4-etilbenzoilo dan
como resultado sélo una traza de producto como méaximo. El calentamiento de los dos reactivos puros a 150°C
durante 2 horas da como resultado un alquitran.

5. KOH en polvo en THF para la oxadiazolina no sustituida y cloruro de 2-metil-3-metoxibenzoilo da como resultado
s6lo una traza de producto.

1.14 Preparacion de aril-[1,2,4]Joxadiazol-4-il-ureas a partir de la reacciéon de aril-|1,2,4]Joxadiazol-4-ilaminas con
isocinatos

0 0.
N N
N=C=0 N 50C 0) N
’ >_N
©/ * HN tolueno Q—N H
N
RG-120072

46




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2445 822 T3

Se disolvieron 3-(3,5-dimetil-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-lamina (219 mg, 1 mmol) e isocianato de fenilo
(131 mg, 1,1 mmol) en 1 ml de tolueno y se agitd6 a temperatura ambiente durante 2 horas. La CCF indicé una
reaccién parcial; por tanto se calentd la mezcla a 50°C durante 2 horas. Se retir6 el disolvente a vacio y se agito el
residuo en 25 ml de éter al 10% en hexano. Se recuper6 la 1-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-3-
fenil-urea como un precipitado blanco (106 mg, rendimiento del 31%). 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,78 (s,
1H [NH]), 7,5 (d, 2H), 7,4 (t, 2H), 7,3 (s, 2H), 7,2 (t, 1H), 7,15 (s, 1H), 6,4 (s, 1H [NH]), 2,28 (s, 6H), 1,73 (s, 3H), 1,54
(s, 3H).

1.15 Preparacion _de N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-3-metoxi-2-metil-benzamida __ (RG-
120045)

o}

K,CO4/ H,0 _NH,

N
+  HN-NHCI —————
z $ CH,Cl, A
0-5C

/O e

Cl

O

A un matraz de 3 bocas de 500 ml equipado con un agitador magnético y enfriado en un bafio de hielo y agua, se le
anadieron 25 ml de CHxCl» (pueden usarse cantidades significativamente mayores) y 22,5 g (450 mmol) de hidrato
de hidrazina, seguido por una disolucion de 31,5 g de K>COs disuelto en 60 ml de agua. A lo largo de un periodo de
30 minutos, se anadié una disolucién de 31 g (168 mmol) de cloruro de 2-metil,3-metoxibenzoilo disuelto en 50 ml de
CHCl,, mientras que se mantenia la temperatura por debajo de 5°C. Se dejé que se calentara la mezcla de reaccién
hasta temperatura ambiente y entonces se agité durante 2 horas adicionales. Se afadieron agua (100 ml) y
cloroformo (150 ml), se agit6 la mezcla en un embudo de decantacion y se separd por filtracién un precipitado
inorganico. Se secé la fase organica sobre MgSOQO, y se retird el disolvente a vacio para dejar 30 g de producto de
hidrazida en bruto. Se suspendié este material con heptano durante 4 horas (la suspension en pentano proporciona
resultados comparables). La filtracion y evaporacion del disolvente residual produjeron 13 g de hidrazida del acido 3-
metoxi-2-metil-benzoico, que contenia aproximadamente el 10% de material diacilado. Pudo purificarse
adicionalmente el producto mediante precipitacion con CHCls/hexano caliente. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm):
7,2 (t, 1H), 6,95 (s a, 1H), 6,9 (m, 2H), 4,15 (s a, 2H), 3,84 (s, 3H), 2,27 (s, 3H).

o 0 T 0
H _— H Y

~AcOH
0 -

Se disolvié hidrazida del acido 3-metoxi-2-metil-benzoico (1,1 g) en 10 ml de acetona en un matraz de fondo
redondo de 25 ml. Se anadieron 2 gotas de acido acético y se agitd la reaccién a temperatura ambiente durante 10
minutos. Se coloco el recipiente en una nevera durante 1 hora y se separé por filtracion el producto de isopropiliden-
hidrazida del 4cido 3-metoxi-2-metil-benzoico y se secé. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,2 (t, 1H), 7,02 (d, 1H),
6,94 (d, 1H), 3,85 (s, 3H), 2,33 (s, 3H), 2,18 (s, 3H, bencilico), 1,88 (s, 3H).

O,
o ' A( )
" HO\N [¢] /N
N~ ﬁ/ + | . -— . ”
H c” .
o .
e
(o]
/ N

Se anadieron isopropiliden-hidrazida del acido 3-metoxi-2-metil-benzoico (1,71 g, 7,77 mmol) y clorooxima de 3,5-
dimetil-benzaldehido (2,29 g, 12,4 mmol), ambas como disoluciones en CHCI3 (volumen total de 40 ml), a un matraz
de fondo redondo de 250 ml equipado con un agitador magnético. Se afadié una disoluciéon acuosa de KoCOs (5 g
en 30 ml), se colocé el recipiente en un bafo de agua a 50°C y se agit6 la reaccion vigorosamente durante 24 horas.
Se monitorizé la reaccién mediante 'H-RMN. Se afadieron cloroformo (100 ml) y agua (50 ml), y se agit6 la mezcla
en un embudo de decantacion. Se separd la fase organica, se sec6 y se elimind el disolvente a vacio. La
cromatografia en columna sobre gel de silice usando un gradiente de acetato de etilo al 10-30% en hexano produjo
1,07 g de N-[3-(3,5-dimetilfenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-3-metoxi-2-metil-benzamida (32%). Se obtuvo una
muestra analitica mediante cristalizacion en CHzClz/hexano bajo refrigeracion. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm):
7,4 (s, 2H), 7,1 (t, 1H), 7,07 (s, 1H), 6,85 (d, 1H), 6,65 (d, 1H), 3,78 (s, 3H), 2,30 (s, 6H), 2,07 (s, 3H), 1,65 (s, 6H).
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Tabla 3: Resumen de las condiciones de reaccién exploradas.

Base / Disolvente Tiempo/temp.  Hidrazona:cloruro de oxima Rendimiento (por 'H-RMN)

1,25 eq. de EtsN, CHClI3 De noche, 25°C 1:1 5-10%
1,25 eq. de EtsN, CHCl3 4 h, 45°C 1:2 20-30%
K2COs ac. al 17%/CHCls 3 h, 45°C 1:1 20-25%
K2COs ac. al 17%/CHCls 5h, 45°C 1:1 25-30%

1,8 eq. de Et3N, CICH>CH:CI 2 h, reflujo 1:1,3 15-20%

K>COs3 (polvo)/CICH2CH:CI 2 h, 60°C 1:1,7 25-30%

K2COs (polvo) + MgSOs4 (polvo) 4 h, reflujo 1:1,5 10%

K2COs ac. al 17%/CHCl; 24 h, 60°C 1:3 32% (aislado)

En general, K2CO3; como base dio productos mas limpios en comparacion con el EtsN.

1.16 Preparaciéon de N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4,5]dec-2-en-4-il]-3-metoxi-2-metil-benzamida

(RG-120086).

9 0
. NH o} CHCl, .
N AcOH N
+ ' . H fo)
. CH4OH-
5
- _0

Se suspendié hidrazida del acido 3-metoxi-2-metil-benzoico (4,14 g, 23 mmol) en una mezcla de 80 ml de éter, 40 ml
de CHxCl» y 2 gotas de &cido acético. Se anadieron una disolucién de tetrahidro-piran-4-ona (2,3 g, 23 mmol) en
20 ml de CHxCl, y 2-3 ml de metanol, y se someti6 a reflujo la mezcla durante 10 minutos. Se dej6 enfriar la mezcla
de reaccion y se concentré hasta aproximadamente 80 ml. Se afiadié pentano (100 ml), dando como resultado la
formacion de un precipitado. Se enfrié la suspensiéon en un congelador y se filtré para producir 5,04 g de &cido 3-
metoxi-2-metil-benzoico (tetrahidro-piran-4-iliden)-hidrazida como un material semi-cristalino, floculento, de color
tostado. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,2 (t, 1H), 6,98 (d, 1H), 6,95 (d, 1H), 3,9 (t, 2H), 3,86 (s, 3H), 3,8 (1,
2H), 2,65 (t, 2H), 2,42 (t, 2H), 2,35 (s, 3); Rf=0,15 (acetato de etilo:hexano 3:1).

- : o)
0 HO : .
N (} /N
'N/N I N
H + - N
. 0 _ H
/O ’

o

Q

0
/

Se disolvié clorooxima de 3,5-dimetil-benzaldehido (1,84 g, 4 mmol) en 30 ml de CHCIz en un matraz de fondo
redondo. Se afadi6 una disoluciéon acuosa de K>COs (25 ml, 0,166 g/ml), seguido por 1,05 g de (tetrahidro-piran-4-
iliden)-hidrazida del acido 3-metoxi-2-metil-benzoico. Se agitd la reaccion durante la noche a 55-60°C. Se afadieron
agua y CHxCl> (50 ml), y se agit6 la mezcla en un embudo de decantacion. Se separ6 la fase acuosa y se extrajo
una vez con CHCI3 (25 ml). Se combinaron las fases organicas, se lavaron una vez con K>COs diluido y se secaron
sobre MgSO.. Se elimind el disolvente a vacio para producir 2,5 g de producto en bruto. Se trituré este material dos
veces con éter al 10% en hexano y entonces una vez con éter al 25% en hexano. Se recogieron los sélidos y se
filtraron, produciendo 720 mg de N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4,5]dec-2-en-4-il]-3-metoxi-2-metil-
benzamida al 80% de pureza y con un rendimiento del 49%. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,5 (s, 1H [NH]),
7,4 (s, 2H), 7,1 (m, 1H), 7,1 (s, 1H), 6,9 (d, 1H), 6,65 (d, 1H), 3,9 (m, 4H), 3,8 (s, 3H), 2,4 (m, 4H), 2,35 (s, 6H), 2,05
(s, 3H).

1.17 Preparacion de N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4,5]-7.8-benzo-dec-2-en-4-il]-3-metoxi-2-metil-
benzamida (RG-120037)
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O AcOH
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CH ,OH

Se mezclaron hidrazida del acido 3-metoxi-2-metil-benzoico (1,0 g) y B-tetralona (0,9 g) en 4 ml de metanol con 1
gota de &cido acético a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se afadieron aproximadamente 10 ml de éter y
se refrigeré la mezcla. Se formaron cristales de &cido 3-metoxi-2-metil-benzoico (3,4-dihidro-1H-naftalen-2-iliden)-
hidrazida, que se recogieron por filtracién (0,85 g). 'H-RMN (300 MHz, CDCls) 6 (ppm): 6,8-7,3 (m, 4H), 3,75+3,8 (2
s, 3H), 3,45+3,7 (2 s, 2H), 2,85 (1, 2H), 2,4 (t, 2H), 2,27+2,25 (2 s, 3H); conférmeros multiples; Rf=0,56 (acetato de
etilo:hexano 3:1); p.f.=138°C; p.f. de la hidrazida del &cido 3-metoxi-2-metil-benzoico = 113-116°C.

(o] HO\N O\N
N m + g . iig
/O /K@/
(0]
/

RG-120037

Se mezcl6 (3,4-dihidro-1H-naftalen-2-iliden)-hidrazida del acido 3-metoxi-2-metil-benzoico (1,25 g) con clorooxima
de 3,5-dimetil-benzaldehido (1,68 g) y 3,1 g de trietilamina en 5 ml de DMF en una matraz de fondo redondo,
provocando que la mezcla de reaccidn se volviera de color rojo inmediatamente. Se anadié agua a la mezcla de
reaccion y se extrajo con éter para producir 2,05 g de producto en bruto, que se sometié a cromatografia entonces
dos veces sobre alumina usando un gradiente de hexano/acetato de etilo/metanol. El producto deseado, N-[3-(3,5-
dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4,5]-7,8-benzo-dec-2-en-4-il]-3-metoxi-2-metil-benzamida, eluyo con
composiciones de disolvente que oscnlaban entre acetato de etilo:hexano 60:40 y acetato de etilo:metanol 97:3. H-
RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,1 (s, 2H), 7,05 (s, 1H), 7,03 (m, 2H), 7,0 (m, 2H), 6,95 (m, 2H), 6,75 (m, 1H), 4

(a, TH [NH]), 3,71 (s, 3H), 2,8 (m, 1H), 2,65 (m, 1H), 2,22 (m, 4H), 2,2 (s, 6H), 2,1+2,05 (2 s, 3H). Una reaccién
analoga en CHCI3/K>COj3 acuoso a 60°C durante la noche o en acetonitrilo con base de Koenig’s a reflujo dio poco o
nada del producto deseado.

Tabla 4: Caracterizacion fisica de compuestos

Frecuencia | . 1 4 1.4 -
Compuesto de RNN Disolvente R R R'+R R2+R NH
7,95 (d, 2H), 7,65 | 7,35 (s, 2H), 7,03
RG-120111 | 300MHz | CDCls | (m, 1H),7,55(m, | (s, 1H), 2,26 (s, 162(s,6H) | 915(s, 1H)
2H) 6H)
695 (m, 1H), 7,3 | 7,35 (s, 2H), 7,1 7766, 11,60
RG-120056 | 300MHz | CDCls | (s,3H)238(s, | (5, 1H), 2,29 s, 156(s,6H) | /7S 1H.6,
(s, 1H)
3H) 6H)
73 (s, 2H), 7,15
_ 75(d, 2H), 74 1,73 (s, 3H), 1,54 | 7.78 (s, 1H), 6,4
RG-120072 | 300MHz | cDCl | [P T (s,1H)6,H2),28(s, oo P
T S 74 5,2H),7.05
RG-120075 | 300MHz | CDCls A M AH), s 4H), 2,27 6, 156(s,6H) | 90(s, 1H)H)
6,95 (d, 1H), 3,83
6H)
(s, 3H)
8.4 (d, 1H), 8,0 (d,
RG-120091 | 300MHz | CDCl | 1H)7.75(s, 1H), | ~+(&2H 7.1 (5, 157(s,6H) | 845(s, 1H)

7,65 (t, 1H) 1H), 2,29 (s, 6H)
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81 (m, 1H), 7.6 | 7.45 (s, 2H), 7,15
RG-120098 | 300MHz | CDCls | (m,2H),74(m | (s, 1H) 237 s, 1,56 (s, 6H)
H) 6H)
7506, H.745 | 4 41 ¢ o 705
RG-120077 | 300MHz | cbcls | (&ML 785 (M1 Tt 5 g s, 1,57 (s, 6H)
1H), 7,05 (s, 1H), e
236 (s, 3H)
7,55 (d, 2H), 7,25
RG-120060 | 300MHz | CDCl | (d,2H),27(q, (zﬁés)g';)(ggf_l) 1,56 (s, 6H)
oH), 1,25 (1, aH) | & 1H)- 236,
74 (s, 2H), 7,06
RG-120024 | 300MHz | CDCls | 7°@2HNTA o o og s, 1,56 (s, 6H)
(d,2H) b
741 (t 1H), 69 (0
1H), 6,67 (0, TH), | 7,42 (s, 2H), 7,11
RG-120080 | 300MHz | CDCls | 3:81(s, 3H) 255 | (s, 1H), 234 s, 17 (s a, 6H)
(0, 2H), 1,05 , 6H)
3H)
74 (s, 2H), 7,06
RG-120002. | 300MHz | cpck | 23S M T2 gk D a0, 1,57 (s, 6H)
7,4 (m, 3H) i
8,07 (s, 1H), 7,97
RG-120015 | 300MHz | cbCls |, /BM2. 78 | g 47, 1,66 (s, 6H)
m M, 7420 | 6 T
7850272 | oo o
RG-120148 | 300MHz | cDCls | (&2288(% 1 apy 771475 1,64 (5, 6H) 775 (a, 1H)
2H), 121 (, 3H) i
1H), :
745 (t, 1H), 6,9 (d,
1H), 6,62 (d, 1H),
RG-120022 | 300MHz | CDCla | 3,80 (s, 3H), 2,50 7’87((3'2?:))’7’3 165(sa,s,6H) | 7,20(s, 1H)
(sa, 2H), 0,97 (t, ’
3H)
742 (s, 1H), 727
RG-120094 | 300MHz | CDCh | (s, 1H) 65 (m, | 7% EH T2 162 s, 6H)
1H) :
7,85 (m, 1H), 7,25
RG-120160 | 300MHz | CDCl | (m,2H) 7,05 (m, 7'67((‘;’22':3)'7'18 148(s,6H) | 685(s, 1H)
2H), 348 (5, 2H) :
7,32 (m, 3H), 7,18
RG-120066 | 300MHz | CDCl | (m,2H), 444 s, 7'77((‘;’22':3)'7'25 1,66 (5, 6H) 795 (s, 1H)
2H), 398 (5, 2H) :
7,374 (m, 4H),
_ 6,15 (m, 1H), H), | 7.2 (s, 2H), 7.1 (s,
RG-120088 | 300MHz | ooy | pio M Pl | TEE I TS 156(s,6H) | 595(s,1H)
(dd, 1H)
7,25 (m, 4H), 7,05
RG-120020 | 300MHz | CDCls | (1 1H), 452, 7'75((?1'22'}"_'))'6'78 1,55 (5, 6H) 79(s, 1H)
2H) :
795 (m, 1H), 7,8
RG-120109 | 300MHz | CDCls | (m, 1H), 7,55 (m, 7'85((?1’22';))'7'21 1,66 (s, 6H)
1H), 7.47 (m, 2H) :
RG-120033 | 300MHz | cpcl, | /626 2H).7.85 1 7.82(d 2H), 7,21 1,65 (s, 6H)

(t, 1H), 7,4 (t, 2H)
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7,55 (d, 2H), 7,25

7,8 (d, 2H), 7,21

RG-120055 | 300MHz | CDCla | (d,2H),27(q e 161(s,6H) | 7.65(,1H)
2H), 1,22 (, 3H) :
7,52 (m, 1H), 7,5
_ 7,57 (m, 3H), 7,42 | (m, 1H), 7,0 (1,
RG-120147 | 300MHz | CDCls o e 166(s,6H) | 805(s, 1H)
3,89 (s, 3H)
7,5(d, 1H), 75
_ 1H), 7,07 (t, 1H),
RG-120062 | 300MHz | CDCls 208 (T, 295 162(s,6H) | 855(sa, 1H)
(s, 3H)
75 24, 72(0, | ot IR0
RG-120026 | 300MHz | CDCls | 2H) 265 (g, 2H), | 1705 (b 1H), 165(s,6H) | 805(s, 1H)
e | 700 1H), 391
’ ’ (s, 38H)
745(s, 1H), 72 | 807 (s, 1H), 7.95
RG-120070 | 300MHz | CDCls | (d,1H),65(m, | (d,1H),7,68 (d, 165(s,6H) | 7.85(s,1H)
1H) 1H), 7.5 (t, 1H)
72(t, H), 69 (d,
1H), 6,65 (d, 1H), | 81 (s, 1H), 8,05
RG-120093 | 300MHz | CDCls | 3:80(s, 3H) 247 | (d,1H), 7,75 (d, 17 (sa, 6H)
(5a,2H) 097 (1, | 1H), 7,6 (t 1H)
3H)
7,35 (m, 3H), 7,18 | 80 (s, 1H), 7,92
RG-120006 | 300MHz | CDCls | (m,2H) 445(s, | (d1H),7,75 (d, 1,57 (s, 6H)
2H), 395 (5, 2H) | 1H), 7.57 (t 1H)
785(m, 2H), 78 | 8,1 (s, 1H), 7,97
RG-120108 | 300MHz | CDCls | (s 1H),7.45(m, | (d,1H),7.7 (d, 157 (s, 6H)
2H) 1H), 7,55 (m, 1H)
7,35 (m, 3H), 7,05 | 7.9 (s, 1H), 7,85
RG-120021 | 300MHz | CDCls | (m2H) 346(s | (d1H),7.7 (d, 148(sa 6H) | 81(s 1H)
2H) 1H), 7.5 (t, 1H)
7,25 (d, 1H), 1,01 | 8,05 (s, 1H), 7,95
AGA0160 | 00MHz | €O | L IHLTTS( | (6177 (0 157 (s, 6H) 79(s, 1H)
1H), 45 (s, 2H) | 1H), 7,85 (t, 1H)
8.1 (s, 1H), 7.9
RG-120059 | 300MHz | CDCla (d, 1H), 7,75 (d, 157(s,6H) | 355(sa, 1H)
1H), 7.57 (t, 1H)
7,75 (m, 1H), 7,37 | 8,0 (s, H), 7,8 (m,
RG-120001 | 300MHz | CDCl | (m,2H) 7,17 (m, | 1H),7,55 (d, 1H), 171 ((Z'%HH))’1'53
2H) 7,47 (m, 1H) :
e oy | 816, 1H),7.95
RG-120153 | 300MHz | CDCls . 2H). 2, (d, 1H), 7,75 (d, 3,55 (s a, 1H)
2, 157 (s, 6H), | (10T
12 (t 3H) 75T (L
735 (m, 3H), 7,2 (7&15 ?ﬂ’ﬂ%!&f
RG-120018 | 300MHz | CDCls | (m,2H),44(, | M 1M.7.02( 1,59 (s, 6H) 8.4 (s, 1H)
2H), 395 (5, 2H) | 'H)-685(d TH)
395 s, 3,63 (s, 3H)
7,25 (m, 2H), 6,75 | 7,55 (, 1H), 7,4 (,
RG-120057 | 300MHz | CDCls | (m,3H) 445 (s, | 1H), 7,05 (m, 2H), 157 (s, 6H) 8.4 (s, 1H)
2H) 3,77 (s, 3H)
745 (m, 2H), 7,35 | 7,5 (m, 2H), 7,05
) 1,8(s,3H),1,5(s, | 7,75(s, 1H),
RG-120025 | 300MHz | CDCI3 | (m.2H) 6,97 (m. | (m,2H) 3.83 (s, o E

1H)

3H)
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7,5(d, 2H), 7,4 (m,

Ro-120122 | 300MHz | cpo | "5 2T P 159(s,6H) | 655(s, 1H)
omans | 2
RG-120047 | 800MHz | CDCk | (m,1H),75(m, | T 1M 705 1,68 (s, 6H)
2H) )! ’ (mv )l
3,95 (s, 3H)
75 1H), 74
_ 41(q 1H), 22-27 | (m, 1H), 7,05 (m,
Ro-120144 | 300MHz | cpoy | o (1) RZRE (L0050 157 (s, 6H)
3.9 (s, 3H)
7,25 (m, 2H), 7,05 | 7.3 (d, H), 7.2 s,
RG-120127 | 300MHz | CDCl | (t 1H) 68 (d, 2H),| 1H),68(d, 1H), 1,53 (s, 6H) 79, 1H)
4,52 (s, 2H) 6,0 (s, 2H)
75(m 2H, 74 | 722(s, TH), 7.2
RG-120017 | 300MHz | CDClh | (m, 2H)7,15(m, | (3, 1H),6,8(d, 173 (s, 6H)
1H) 1H), 5,99 (s, 2H)
7.3(d, 1H), 7.25
RG-120140 | 300MHz | cDCls | % ((fr‘] Z';)) 7451 s 1), 68 (d. 1,64 (s, 6H)
! 1H), 5,96 (s, 2H)
41(q 2H), 26 (a,
RG-120083 | 300MHz | CDCla | 2H) 2.3 (t, 2H) 7%2H()mé%*;)(’36’§H(;* 1,56 (s, 6H)
125 (t, 3H) 6.02(s,
_ 77(m, 2H), 7,55 | 7,3 (m, 2H), 6,8 (d,
RG-120156 | a00MHz | cpoy | T EHRTES 7 M E OA 1,62 (s, 6H)
7.6 (d, 1H), 7,45
) 74(s,1H),7,5(s, | (m, 1H), 7,05 (i,
RG-120012 | 300MHz | cpo | TSI TR (AT L 165(,6H) | 835(s 1H)
3,95 (s, 3H)
76 (d, 2H), 7,25
RG-120061 | 300MHz | CDCl | (d,2H).27(q, 7f|’_|()mé§;')(’36’§|_f;j' 1,62 (s, 6H)
oH), 1,22 (1, 3H) | 598
7,05 (t, 1H), 6,9 (d,
1H), 6,45 (d, 1H), | 7,65 (d, 1H), 7.45
RG-120016 | 300MHz | CDCls | 383(s,3H),24 |(t1H),7,1697 (d 17 (s, 6H) 74(s, 1H)
(@ 2H),095(, | 1H), 3,80 (s, 3H)
3H)
72(m 3H).69 | (O (1H)1%’ (7r:
RG-120157 | 300MHz | CDCh | (m.2H)845(s, | Iy ok PO 15 (s, 6H)
2H) ) ( ) )y
3,57 (s, 3H)
745(s,1H), 722 | 73(d, 1H), 7.25
RG-120149 | 300MHz | CDCls | (m, 1H),65(m | (s 1H),6,8 (. 1,60 (s, 6H) 78 (s, 1H)
1H) 1H), 5,98 (s, 2H)
73(m, 3H), 7,15 | 7,1 (m, 1H), 6,85
RG-120081 | 300MHz | CDCh | (m2H),35(, | (s, 1H),68(d, 1,45 (s, 6H)
2H) 1H), 6,02 (s, 2H)
7,35 (m, 3H), 7,18 | 7,25 (m, 2H), 6,81
RG-120145 | 300MHz | CDCh | (m.2H)445(s, | (d,1H),6,01 (s 1,55 (s, 6H)
2H), 40 (s, 2H) oH)
71, 1H), 6,9 (d, 2,5(sa,2H),1,9
RG-120076 | 300MHz | CDCls | 1H),66(d, 1H), | 78 (M 2H).7.45 (s, 2H), 1,65 (s
(m, 3H) a,3H), 1,15 (s a,
3.80 (s, 3H)
3H)
745(m, 1H), 7,2 1,9 (m, 2H), 1,57
AG-20100 | 00MHz | CDCs | (m 1H) 65(m. 78 ((Tn’ %*;)) 74 (s,3H), 113 1,
) )

3H)
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1,8 (m, 2H), 1,38

RG-120146 | 300MHz | CDCls 3,46 (s, 2H) 787,0(m 10H) | (sa 3H),1.0(m, | 685(s 1H)
3H)
7.3 (m, 3H), 7,15 1,85 (m, 2H), 1,51
RG-120154 | 300MHz | CDCl | (m,2H) 4,39 (s, 7'75%23"357'45 (s, 3H), 1,09 (1
2H), 3,96 (s, 2H) ' 3H)
73(m 2H), 7,0 (¢, 1,85 (q, 2H), 1,47
RG-120103 | 300MHz | CDCl | 1H), 6.85 (d, 2H), 7'7(d'23"|'_3)'7'4(m' (5.3H), 108, | 79(s 1H)
4,49 (s, 2H) 3H)
1,97 (m, 2H), 1,52
RG-120095 | 300MHz | CDCh 747.9(m 10H) | (s, 3H) 1,150 | 63 (sa 1H)
3H)
1,95 (m, 2H), 1,61
RG-120133 | 300MHz | CDCh 78(m, S, 7.4 s 3y 115 ¢,
(m, 5H)
3H)
1,95 (m, 2H), 1,59
_ 7,6 (d, 2H), 7,5 (m, | 7,8 (d, 2H), 7,4 (m,
RG-120118 | 300MHz | cDCl | gt A o0 i (3,3H%,|_|1),15(t,
76 (d, 2H), 7.2 (d, 1,95 (m, 2H), 1,15
RG-120137 | 300MHz | CDCl | 2H),2.7 (g, 2H), 7’8(2"52?&')7'45 (t, 3H), 1,58 (5,
122 (t, 3H) : 3H)
740, 1H), 69 (d, | 7,67 (s, 1H), 7.27
_ 1H), 66 (d, 1H), | (s, 1H), 6,52 (s,
RG-120058 | 300MHz | CDOs | 4bF 000 S IO 1,65 (s, 6H)
@2H), 1.0(, 3H) | 381 (s 3H)
7,45 (s, 1H), 7,15 71'ﬁ)(sé 15*"(1}]7’13H()5'
AG20102 | 0OMz | CDCh | (m1H)6SS(m | el G i) 1,62 (s, 6H) 81 (s, 1H)
)
(s, 3H)
7,35 (m, 2H), 7,1 ﬁ_lgs’;;g's 7%‘:’_6
AGA20076 | G0OMHZ | CDCh | (mSHLOH 6 | gog "y ey 1,49 (s, 6H)
)
(s, 3H)
7,37 (m, 3H), 7,22 7('2’51(|j’) 1:3:57(’2’5
RG-120110 | 300MHz | CDCls | (m2H)445(, @\ 1H.645( 1,57 (s, 6H) 82 (s, 1H)
2H), 3,97 (s, 2H) | "M 3.93(5, SH)
397 (s, 3,67 (s, 3H)
7,22 (m, 2H), 7,05 ?:’i IEIS) 15"'2)5 7(53
RG-120079 | 300MHz | CDCk | (1H).675(d, | (S 1H.625(5 1,56 (s, 6H)
oH), 4,47 (s, 2H) | TH) 389 (s, 3H),
44T (S 3,77 (s, 3H)
7.7 (s, 1H), 7.45
_ 75(m 2H),7.35 | (s, 1H), 6,5 (s, 1,76 (s, 3H), 1,52
RG-120114 | s00MHz | cocl | MSIMARRTES | B OO L oo 62 (s, 1H)
3,82 (s, 3H)
78 (s, 1H), 7.65
_ 79(m, 3H),745 | (s, 1H), 65 (s,
RG-120129 | 300MHz | CDCls oot 395 ofh, 1,6 (s, 6H)
3,90 (s, 3H)
1 m 28) 22 | TS TS
AG-20008 | S00MHz | CDOB | 27(m R 121 | gfd s ey 1,54 (s, 6H)
)
(s, 3H)
rom 2,75 | TR LTS
RG-120096 | 300MHz | CDCls (m,1H1)I,_|;,4(m, 391 o 31 380 1,64 (s, 6H)

(s, 3H)
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7,55 (d, 2H), 7,25

7,8 (s, 1H), 7,65

RG-120135 | 300MHz | CDCls (d, 2H), 2,7 (g, ﬂ(_ls) y-sla)%?’sf)éﬁ) 1,63 (s, 6H)
2,123 0.3M | 1 2 G
7.5 (, 1H), 7,9 (d,
1H), 6,65 (d, 1H), | 7,37 (d, TH), 7.2
RG-120023 | 300MHz | CDCls | 381(s,3H)26 | (5 1H),7.87 (0 1,65 (s a, 6H)
(@ 2H), 1,05 (, | 1H), 6,01 (s, 2H)
1H)
7,03 (m, 2H), 6,75 7,0 (m, 2H), 6,95
_ (m, 1H), 3,71 (s, | 7.1 (s, 2H), 7,0 (m, 2H), 2.8 (m, | 9,35 (s, 1H), 4,8
RG-120087 | 300MHz | CDCl | 43’5 1505 (25, | (s, 1H). 22 (5, 6H) 1H), 2,65 (m, 1H), | (a, 1H)
3H) 222 (m, 4H)
7,1(m, 1H), 6,9 (d,
_ 1H), 6,65 (d, 1H), | 7,4 (s, 2H), 7.1 (s, 3.9 (m, 4H), 2.4
RG-120086 | 300MHz | ODOB |y OO Bk TS A I ) 85 (s, 1H)
(s, 3H)
75 (d, 2H), 7,35 2,0 (m, 2H), 1,75,
RG-120051 | 300MHz | CDClh | (m,1H),7.2(m, 71'4H)(d'222';)'(37';|$' 16,1,5 (3, 3H), 2'25(%211'3)’
2H) 227 (s 1211 (od 3H) @ 228
785(m, 2H),7.8 | 7.4 (s, 2H), 7,06 1,95 (m, 2H), 1,60
RG-120161 | 300MHz | CDCl | (s, 1H), 7,45 (m, | (s, 1H), 227 (s, (5.3H, 1150, | 76(s 1H)
H) 6H) 3H)
4,05 (g, 2H), 2,55
73(s,2H), 7,1 (s, 1,85 (m, 2H), 1,52
RG-120126 | 300MHz | CDCh | (a 2H) 2,37 (m,
Voo oy | 1ML 231 (s 68 (s, 3H), 1,1 (, 3H)
_ 73(s,2H), 7.1 (s, 19 (g, 2H), 1,53
RG-120004 | 300MHz | CDCls 28l oH) R
74 (s, 2H), 7,05 1,95 (m, 2H), 1,58
RG-120039 | 300MHz | cDok | 1oL TAL s 4k 2 g s, (s, 3H), 1,14
), 745 (d, 1H)
6H) 3H)
7,55 (d, 2H), 7,22 | 74 (s, 2H), 7,05 1,9 (m, 2H), 1,57
RG-120128 | 300MHz | CDCk | (d,2H.27(q | (5 1H), 223 (s, (s, 3H), 1,15 (i
2H), 1.2 (t, 3H) 6H) 3H)
7,27 (m, 2H), 7,05
RG-120162 | 300MHz | CDCl | (t 1H), 6,8 (d, 2H), 7'65((‘;’22':3)'7'35 1,55 (5, 6H) 79(s, 1H)
45 (s, 2H) :
7,8 (s, 1H), 7,5 (d,
RG-120067 | 300MHz | CDCla | 1H),7:3(m, 1H), | ~7°(@2H.74 173,158 (25, 6H) | 6,5 (s, 1H)
(d, 2H)
72, 1H)
_ 785t 2H), 7.8 (s, | 7,75 (d, 2H), 7.4
Ro-120087 | 00mkz | coois | "b AR AL o 1,65 (s, 6H)
4,05 (g, 2H), 2,6
RG-120164 | 300MHz | CDCk | (a2H) 2,35t 7'72((?1'22'}"_'))'7'35 1,55 (5, 6H)
2H), 1,25 (t, 3H) :
7,65 (d, 2H), 7,55
RG-120151 | 300MHz | CDCls | (t1H),7.42(m, 7'7(0"22';))'7'4("’ 1,65 (s, 6H) 35 (a, 1H)
2H)
76 (d, 2H), 7,25
RG-120035 | 300MHz | CDCk | (d2H),27 (g 7'72((?1'22'}"_'))'7'35 163 (5, 6H)
2H), 1,22 (t, 3H) :
T T——
RG-120045 | 300MHz | CDCh 6,65 (d, 1H), 41 930 s, 1,65 (s, 6H)

3,78 (s, 3H), 2,07
(s, 3H)

6H)
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7,1 (t, 1H), 6,85 (d,
1H), 6,6 (d, H),
S

7,70 (d, 2H), 7,4

RG-120042 | 300MHz | CDC | SIS L Pk 161(s,6H) | 7.75(s, 1H)
(s, 3H)
7.6(d, 2H), 7.2 (d,
RG-120115 | 200MHz | CDCl | 2H),2.7(q, 2H), 7'8((’;’2”#)’7’4 1,65 (s, 6H)
12t 3H) :
74(s,1H), 722 | 7.4(s,2H),7,05
RG-120003 | 300MHz | CDCl | (m,1H),65(m | (5 1H), 229 s, 21 (m, 4H). 1.85 | 75 1)
(m, 4H)
1H) 6H)
RG-120073 | 300MHz | CDCla 7'7(d'22'|'_'|))'7'4(d’ 1592(s,6H) | 35(a 1H)
7555 (d, 2H), 7.2 | 7,35 (s, 2H), 7,05 3,95 (a, 2H), 3,85
RG-120005 | 300 MHz CDCls (d, 2H), 2,7 (q, (s, 1H), 2,26 (s, (m, 2H), 2,1 (a, 7.8 (s, 1H)
2H), 12 (1, 3H) 6H) pry
74 (s, 2H), 7,12
RG-120008 | 300MHz | cDCls | 73t 1H). 24 1 (5 1H), 69 (d, 4’((r)r?(2sHa;’§}1)’(:’9
DH),098 (1, 3H) | 1H), 6,6 (d, 1H), RS
233 (s, 6H)
res g 2 g:; 735 (s, 2H), 7,15 395 (s a, 2H),
RG-120009 | 300MHz | CDCls 12(s8,2H), iy o3 s, 385 (m, 2H), 20 | 795 (s, 1H)
439 (s, 2H), 3,97
6H) (s a, 4H)
(s, 2H)
745 (s, 2H), 7,05
_ 762 (m, 2H), 7,5 212 (s a, 4H),
RG-120011 | 300MHz | CDCls il (3,1H23,H2),28(s, PG
7,27 (m, 2H), 7,0 3,95 (m, 2H), 3,85
RG-120013 | 300MHz | CDCk | (1 1H), 6,75 (d, 7'75%23"357'45 (m 2H),20(sa, | 7.9(s, 1H)
2H), 45 (s, 2H) : 4H)
4,05 (g, 2H), 2,55
RG-120014 | 300MHz | CDCk | (a 2H), 235t 7'72((2'%:))’7’45 2'05((:’23))'1'8 3,55 (s, 1H)
2H), 1,23 (1, 3H) : :
7,39 (s, 2H), 7,05
RG-120019 | 300MHz | cpcl | B&2HLTS (M T iy b7 s, 21 (a, 4H) 7,75 (s, 1H)
1H), 7.4 (m, 2H) b
74(,1H), 69 (d, | 7,9(d, 2H), 7,82
_ 1H), 6,65 (0, 1H). | (d 1H), 7,7 (d,
RG-120020 | 300Mkz | coC | e BSREb I IR 169 (s a, 6H)
(g, 2H), 1,0 (t, 3H) 7,5(m, 2H)
4,05 (m, 2H), 3,85
RG-120027 | 300MHz | cDCl; | 4472 77(d 2H), 7.5 (m, (m. 2H). 2,05 (m. | 6,3 (s, 1H)
(m. 1H) 3H) e
7,67 (d, 2H), 7,27
RG-120030 | 300MHz | CDCl | (m, 1H),7,05 (m, 7’5(2"62;'3')7'35 1’95((;&4‘:4*')')'1'8 6,87 (s, 1H)
2H), 347 (5, 2H) : :
40(q 2H), 1,22 (| 7.3 (s, 2H), 7,05
RG-120031 | 300MHz | CDCls | 3H).2.6(a 2H), | (s 1H), 231 s, 2'02((;]"2:}1'8 75(s, 1H)
235 (1, 2H) 6H) !
7,35 (m, 3H), 7,15 3,97 (a, 2H), 3,85
RG-120034 | 300MHz | CDClk | (m,2H) 4,40, 7’75(52'5:;’7’5 (m 2H). 20 (sa, | 8,0(s 1H)
2H), 395 (5, 2H) : 4H)
76(d, 2H),7.02 | 7.45 (s, 2H), 7,05
RG-120040 | 300 MHz CDCl3 (d,2H),27(, | (s, 1H), 227 (s, 21(a 4H),18(a,

2H), 1,22 (t, 3H)

6H)

4H)
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7,27 (t, 2H), 7,01

7,35 (s, 2H), 7,1

2,05 (s a, 4H),1,8

RG-120041 | 300MHz | CDCls | (t1H),68(d, 2H), (s, 1H), 2,30 (s, o 7,95 (s, 1H)
45 (s, 2H) 6H) :
_ 78 (d, 2H), 7,6 (d, 40 (a, 2H), 39 (i
RG-120044 | 300MHz | CDCh TamsH) | Tl A oL ot a7l H)
73(m, 3H), 7,05 | 7,25 (s, 2H), 7,1 195 (sa,4H)
RG-120046 | 300MHz | CDCls | (m 2H,35(s | (5 1H), 2,28 s,
1,75 (m, 4H)
2H) 6H)
727(m 2H), 7,0 | 7,35 (s, 2H), 7,1 3,95 (m, 2H), 3,85
RG-120048 | 300 MHz CDCls (m, 1H), 6,75 (d, | (s, 1H), 2,31 (s, (m, 2H), 1,95 (a, 7,9 (s, 1H)
2H), 45 (5, 2H) 6H) 4H)
715 (m, 1H), 6,9
(d, 1H), 6,65 (d, | 7,45 (s, 2H), 7,1
RG-120049 | 300MHz | CDCl | 1H), 3,80 (s 3H), | (s, 1H), 233 (s, 2'1522'2"::51'85
25 (g, 2H), 1,0 (, 6H) :
3H)
7,30 (m, 3H), 7,12 | 7,32 (s, 2H), 7.1
RG-120050 | 300MHz | CDCls | (m,2H),44(s, | (s 1H),232 (s, (;'8§H()mf1H&' ;r-5|) 79(s, 1H)
2H), 3,9 (5, 2H) 6H) 3H), L1
73(m, 3H), 7,15 | 7,37 (s, 2H), 7,10
RG-120052 | 300MHz | CDCls | (m,2H),44(s, | (s 1H),232 s, Q'O(éaavi';))'w 793 (s, 1H)
2H). 3,97 (s, 2H) 6H) :
4,05 (m, 2H), 3,9
RG-120054 | 300MHz | CDCl | '° ((rr'r‘]' 23:)) T4 71a)(3222"'7)(:é|_(§ (m, 2H), 2,2 (m,
: 227 (s, 2H), 2.1 (m, 2H)
_ 7,72 (m, 2H), 7.4 2,05 (a, 4H), 1,8
RG-120063 | 300MHz | CDCls i P 3,55 (s, 1H)
71, 1H), 6,9 (d,
1H), 6,65 (d, 1H), | 7,41 (s, 2H), 7.1 % g 2 g:;
RG-120069 | 300MHz | CDCls | 380(s 3H) 265 | (s, 1H), 2,33 (s, 85 (s 2, H),
1,15 (ta, 3H), 1,05
(a, 2H), 1,05 (ta, 6H) o
3H) :
747 (m, 1H), 7,2
RG120071 | 300MHz | CDCk | (m 1H)652(m, | % (™ 274 214,180
745 (s, 1H), 7.2
RG-120082 | 300MHz | CDCls | (m, 1H),65 (m, 7’75(3'2?:)’7’4 162 (s, 6H)
1H) (d, 2H)
725(m, 3H),7.0 | 7.1 (s, 2H), 6,87 3.9 (m, 2H), 38
RG-120084 | 300MHz | CDCls | (m 2H) 345(s, | (s, 1H), 230 s, (m, 2H), 1,90 (a,
2H) 6H) 4H)
7,65 (d, 2H), 7,5
RG-120089 | 300MHz | cpcls | 8@ 2H.TAM e m, 2115 (@, 4H), 1,85
3H) (a, 4H)
2H)
7,35 (s, 2H), 7,10
RG-120090 = 300MHz | CDCla (s, 1H), 2.30 (s, 2’05({::{1?4))'1'87
6H) :
7,10 (t, 1H), 6,85
(@ 1H),66(d, | 7.82(d, 1H), 7,78 21 (m.2H) 17-
RG-120092 | 300MHz | CDCls | 1H) 3,80 (s,3H), | (d, 1H), 7,45 (m, o™ 7186 1H)

2,5(q, 2H), 1,0 (¢,
3H)

3H)
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7,73 (d, 2H), 7,42
(d, 2H), 7,15 ,

6,9 (d, 1H), 6,65

RG-120099 | 300MHz | CDCls | 1H) 3,81 (s, 3H), W 17 (a, 6H) 72(s, 1H)
2,5(a,2H), 1,0 (t, ’
3H)
792(s, 1H), 7,22 | 7.4 (s, 2H), 7,05 1,9 (m, 2H), 1,56
RG-120106 | MHz COCI3 | (m, 1H),65(m | (s, 1H), 228 (s, (5,3H), 1,13t | 7.75(s, 1H)
1H) 6H) 3H)
74(m, 2H), 725 | 7.5(2s, 1H), 7,1 636, 1H), 78
RG-120112 | 300MHz | CDCls | (m2H), 7450, | (s, 1H) 227 (5 17:22(m 8H) | &3 E .7,
(s, 1H)
1H) 6H)
735 (m, 3H), 7,2
RG-120117 | 300MHz | CDCl | (m,2H) 445, 7’65((3'2?:))’7’4 1,6 (s, 6H)
2H), 40 (s, 2H) :
723 (m, 3H), 7,05 | 721 (s, 2H), 7,1 (o, 2H) 14 6
RG-120120 | 300MHz | CDCls | (m,2H)345(s, | (s, 1H) 228 (s, 1, 69 (s, 1H)
33H) 1,05 (t, 3H)
2H) 6H)
7,3 (m, 3H), 7,1
RG-120121 | 300MHz | CDCl | (m, 2H) 347(s, | 22 (%21, 7.85 1,47 (s, 6H) 69 (s, 1H)
7,4 (d, 2H), 7,2 (d, 3,98 (m, 2H), 3,9
RG-120124 | 300MHz | CDCl | 2H), 2,65 (g, 2H) 7’8(?52;)4)7’55 (m, 2H), 2.1 (a,
121 (t 3H) : pry
78(d, 2H), 7,23
RG-120125 | 300 MHz CDCl | (d, 2H), 2,65 (q, 7'6((Tn’2HH))’7’4 21 (a’iHH))’Ls(a'
2H), 121 (, 3H) :
74(m,2H),7,25 | 7,8(d, 1H), 7,65 _
RG-120130 | 300MHz | CDCl | (m 2H,7.0(m | (d,2H),7,5(m, 31882&?23:;
1H), 3,44 (s, 2H) 2H) 85 (ma,
_ _ _ 7,85 (s, 1H),
RG-120132 | 300MHz | CDCls 777N | 1s23mer) | oo
74, 1HL72 | 74(s, 2H), 7,07 3,95 (a, 2H), 3,85
AGA20138 | 00MHz | D | (m1H)BS(m. | (. 1H)229(, (m, 2H), 2,05 (m, | 7.8(s, 1H)
1H) 6H) 4H)
7,27 (4, 2H), 7.0 (t,
_ 7,32 (s, 2H), 7.1 1,8 (m, 2H), 1,45
RG-120141 cocs | 1H,68(2H, | A b S ey | AT
45 (s, 2H)
79(d, 2H), 7,22
RG-120142 | 300MHz | CDCh | (d2H) 2,65(q 7’4(‘:’n(2i§'*7)'67'4 1,66 (s, 6H)
2H), 121 (, 3H) 2H). 7,
8,05 (s a, 1H),
215 (a, 2H), 1,85
_ o 799(d, 1H),7.92 | 7.7 (m, 2H), 7.45
RG-120150 | 300MHz | DMSO-d6 | 9P T e (a 2H), L,)es( a | 46, 1H)
1H), 7.3 (m, 1H)
745 (s, 2H), 7,05
78 (m, 3H), 7,40 2,05 (m, 4H), 1,85
RG-120152 | 300MHz | CDCI s, 1H), 2,27 (s,
: meH TR (m, 4H)
74 (m, 3H), 7,15
RG-120155 | 300MHz | CDCls | (m,2H), 440 s, 7’77(£g'§:;’7’3 2’05((::'2:))’1’8 795 (s, 1H)
2H), 40 (s, 2H) : :
7,77 (d, 2H), 7,02
RG-120158 | 300MHz | CDCls | (, 1H), 68 (d, 2H), | /*2 (M 3H).7.3 205(sa 4H), 18 | 7 g5 1)

4,49 (s, 2H)

(m, 2H)

(m, 4H)
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7. (t, 1H), 69 (d,
40 (m, 2H), 3.9
RG-120159 | 300MHz | cpDCly | H)855(d 1H), 1 7.8(m, 2H), 75 (. 2H), 2.4 (m, | 7.22(s, 1H)
24(a 2H),095(, | (m. 3H)
2H), 1,9 (m, 2H)
3H)
6,55 (d, 1H), 6,45
i (d, 1H), 4,3 (m, | 7,8(m, 2H), 7,45
Re-121517 | s00Mkz | coCk | 6 A0 T8 20 162 (s, 6H)
1,05 (t, 3H)
6&331(331?)5.?5?4 731 (s, 1H), 7.4 2,33 (s, 6H), 1.8
RG-121518 | 500MHz | CDCls A1), 43 (m, [ 731(s, 1H),7, (. 2H), 149 (5, | 7.4 (sa TH)
4H), 2,6 (3, 2H), (s, 2H) A
114 (t, 3H) 1030,
79, 1H), 7,2 (d
1,9 (m, 2H), 1,57
_ 1H), 6,95 (d, TH). | 7,37 (s, 2H), 7,0
RG-121513 | so0Mkz | coo | b OBl T | TSR AD (s, 3H), 1.2 (t,
3H)
3H)
81(d, 1H), 7.9 (t,
21 (s a, 4H), 1,9
_ 1H), 7.1 (0, TH), | 7,8 (d, 2H), 7.4 (m,
Ro-i21544 | SoomHz | cook | ) LTS D i (m,2H2)|,_|;,8(m,
(g, 2H), 1,2 (t, 3H)
8,0 (d, 1H [NH)),
79(m, H), 71 | 74 (s, 2H), 7,06 21 (s a, 4H), 1,87
RG-121515 | 500MHz | CDCls | (m, 1H)695(d, | (s, 1H) 228 s, (m, 2H), 1,75 (m,
2H), 2,7 (q, 2H), 6H) 2H)
12(t 3H)
8,05 (d 1H [NH]),
7.9.(m, 1H), 7.1 (d,
RG-121516 | 500MHz | CDCl | 1H),69(d, 1H), 7'8((";’%*;))’7’4 1,65 (s, 6H)
265 (g, 2H), 1.2 (t, :
3H)

EJEMPLO 2: ENSAYO BIOLOGICO DE COMPUESTOS

Los ligandos de la presente invencién son Utiles en diversas aplicaciones incluyendo terapia génica, expresion de
proteinas de interés en células huésped, produccién de organismos transgénicos y ensayos basados en células.

ENSAYO 27-63

Casete de expresién génica

GAL4 DBD (1-147)-CfEcR(DEF)/VP16AD-BRXREF-LmUSPEF: Se fusionaron los dominios D, E y F de tipo natural
de EcR de gusano de la yema de las piceas, Choristoneura fumiferana (“CfEcR-DEF”; SEQ ID NO: 1) a un dominio
de unién a ADN de GAL4 (“Gal4DBD1-1477; SEQ ID NO: 2) y se colocaron bajo el control de un promotor de
fosfoglicerato cinasa (“PGK”; SEQ ID NO: 3). Se fusionaron las hélices 1 a 8 de los dominios EF de RXRp de Homo
sapiens (“HsRXRB-EF”; nucleédtidos 1-465 de SEQ ID NO: 4) y las hélices 9 a 12 de los dominios EF de la proteina
ultraespiraculo de Locusta migratoria (“LmUSP-EF”; nucleétidos 403-630 de SEQ ID NO: 5) al dominio de
transactivacién de VP16 (“WP16AD”; SEQ ID NO: 6) y se colocaron bajo el control de un promotor de factor-o. de
elongacién (“EF-1a”; SEQ ID NO: 7). Se fusionaron cinco sitios de union al elemento de respuesta a GAL4 consenso
(“5XGAL4RE”; que comprende 5 copias de un GAL4RE que comprende SEQ ID NO: 8) a un promotor minimo TATA
sintético (SEQ ID NO: 9) y se colocaron aguas arriba del gen indicador de luciferasa (SEQ ID NO: 10).

Linea celular estable

Se transfectaron transitoriamente células CHO con casetes de transcripcion para GAL4 DBD (1-147) CfEcR(DEF) y
para VP16AD BRXREF-LmMUSPEF controlados por promotores celular activos de manera ubicua (PGK y EF-1q,
respectivamente) en un Unico plasmido. Se seleccionaron células transfectadas de forma estable mediante
resistencia a zeocina. Se transfectaron transitoriamente clones de células CHO aislados individualmente con un
indicador de GAL4 RE-luciferasa (pFR Luc). Se selecciond el clon 27-63 usando higromicina.

Tratamiento con ligando
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Se tripsinizaron células y se diluyeron hasta una concentracion de 2,5 x 10* células/ml. Se colocaron 100 pl de
suspensioén celular en cada pocillo de una placa de 96 pocillos y se incubaron a 37°C bajo un 5% de CO- durante
24 h. Se prepararon disoluciones madre de ligando en DMSO y se diluyeron 300 veces para todos los tratamientos.
Las pruebas de respuesta a la dosis consistieron en 8 concentraciones que oscilaban entre 33 uM y 0,01 pM.

Ensayo de gen indicador

Se midi6 la expresion de gen iTerdicador de luciferasa 48 h después del tratamiento celular usando el sistema de
ensayo de luciferasa Bright-Glo = de Promega (E2650). Se detecté la luminiscencia a temperatura ambiente usando
un lumindémetro de placa de microtitulacion Dynex MLX.

ENSAYO Z3

Linea celular estable

El Dr. F. Gage proporcioné una poblacion de células transformadas de manera estable que contenian CVBE y
6XECRE tal como se describe en Suhr, S.T., Gil, E.B., Senut M.C., Gage, F.H. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95,
7999-804. Se infectaron secuencialmente células de rindn 293 humanas, también denominadas células HEK-293,
con vectores retrovirales que codificaban en primer lugar para el constructo conmutador CVBE, y posteriormente
para el constructo indicador 6XEcCRE Lac Z. El constructo conmutador contenia la secuencia codificante para los
aminoacidos 26-546 de EcR de Bombyx mori (BE) (latrou) insertados en marco y aguas abajo del dominio de
transactivacion de VP16 (VBE). Se coloc6 un coddn de iniciacion ATG sintético bajo el control del promotor
temprano inmediato de citomegalovirus (CVBE) y flanqueado por repeticiones terminales largas (LTR). El constructo
indicador contenia seis copias del sitio de unién a elemento de respuesta a ecdisona (ECRE) colocadas aguas arriba
de LacZ y flanqueadas en ambos lados con secuencias LTR (6 XEcRE).

Se uso6 clonacién por dilucién para aislar clones individuales. Se seleccionaron clones usando G418 450 ug/ml y
puromicina 100 ng/ml. Se evaluaron clones individuales basandose en su respuesta en presencia y ausencia de
ligandos de prueba. Se selecciond el clon Z3 para examen y fines de SAR.

Se mantuvieron células de rindn 293 humanas transformadas de manera estable con CVBE y 6XEcRE LacZ en
medio esencial minimo (Mediates, 10-010-CV) que contenia FBS al 10% (Life Technologies, 26140-087), G418
450 ug/ml (Mediates, 30-234-CR) y 100 gnome promising (Sigma, P-7255), a 37°C en una atmoésfera que contenia
un 5% de CO: y se subcultivaron cuando alcanzaron una confluencia del 75%.

Tratamiento con ligando

Se sembraron células Z3 en placas de cultivo tisular de 96 pocillos a una concentracion de 2,5 X 10° células por
pocillo y se incubaron a 37°C en un 5% de CO. durante veinticuatro horas. Se prepararon disoluciones madre de
ligando en DMSO. Se diluyeron las disoluciones madre de ligando 100 veces en medios y se afadieron 50 pl de esta
disolucién de ligando diluida (33 uM) a las células. Se mantuvo la concentracién final de DMSO al 0,03% tanto en los
controles como en los tratamientos.

Ensayos de gen indicador

Se evalud la expresion de gen indicador 48 horas después del tratamiento de las células, se midi¢ la actividad p-
galactosidasa usando el sistema de ensayo de gen indicador bioluminescente Gal Screen = de Tropix (GSY1000).
Se calcularon las actividades de induccion en veces dividiendo las unidades relativas de luz (“URL”) en células
tratadas con ligando por las URL en células tratadas con DMSO. Se detecté la luminiscencia a temperatura
ambiente usando un luminémetro de placa de microtitulacién Dynex MLX.

En la figura 1 se muestra un esquema del constructo conmutador CVBE y el constructo indicador 6XEcRE Lac Z.
Hay repeticiones terminales largas flanqueando ambos constructos, G418 y puromicina son marcadores
seleccionables, CMV es el promotor de citomegalovirus, VBE es la secuencia codificante para los aminoacidos 26-
546 de EcR de Bombyx mori insertada aguas abajo del dominio de transactivacién de VP16, 6X EcRE son seis
copias del elemento de respuesta a ecdisona, lacZ codifica para la enzima indicadora B-galactosidasa.

ENSAYO 13B3

Casete de expresién génica

GAL4 DBD-CfEcR(DEF)/VP16AD-MmRXRE: Se fusionaron los dominios D, E y F de tipo natural de EcR de gusano
de la yema de las piceas, Choristoneura fumiferana (“CfEcR-DEF”; SEQ ID NO: 1) a un dominio de unién a ADN de
GAL4 (“Gal4DBD1-147”; SEQ ID NO: 2) y se colocaron bajo el control del promotor SV40e del vector pM (PT3119-5,
Clontech, Palo Alto, CA). Se fusionaron los dominios D y E de Mus Musculus RXR (“MmRXR-DE”; SEQ ID NO: 11)
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al dominio de transactivacién de VP16 (“VP16AD”; SEQ ID NO: 6) y se colocaron bajo el control del promotor SV40e
del vector pVP16 (PT3127-5, Clontech, Palo Alto, CA).

Linea celular estable

Se transfectaron transitoriamente células CHO con casetes de transcripcion para GAL4 DBD-CfEcR(DEF) y para
VP16AD-MmRXRE controlados por promotores SV40e. Se seleccionaron células transfectadas de manera estable
usando higromicina. Se transfectaron transitoriamente clones de células CHO aislados individualmente con un
indicador de GAL4 RE-luciferasa (pFR-Luc, Stratagene, La Jolla, CA). Se seleccion6 el clon 13B3 usando zeocina.

Tratamiento con ligando

Se tripsinizaron células y se diluyeron hasta una concentracion de 2,5 x 10* células/ml. Se colocaron 100 ul de
suspensioén celular en cada pocillo de una placa de 96 pocillos y se incubaron a 37°C bajo un 5% de CO- durante
24 h. Se prepararon disoluciones madre de ligando en DMSOQO y se diluyeron 300 veces para todos los tratamientos.
Las pruebas de respuesta a la dosis consistian en 8 concentraciones que oscilaban entre 33 uM y 0,01 pM.

Ensayo de gen indicador

Se midi6 la expresion de gen indicador de luciferasa 48 h después del tratamiento de células usando el sistema de
ensayo de luciferasa Bright- Glo™ de Promega (E2650). Se detect6 la luminiscencia a temperatura ambiente usando
un lumindémetro de placa de microtitulacion Dynex MLX.

Se muestran los resultados de los ensayos en las tablas 5 y 6. Se llevé a cabo cada ensayo en dos pocillos
separados y se calcul6 el promedio de los dos valores. Se calcularon las inducciones en veces dividiendo las
unidades relativas de luz (“URL”) en células tratadas con ligando por las URL en células tratadas con DMSO. Se
calcularon las CEsg a partir de los datos de respuesta a la dosis usando un modelo logistico de tres parametros. Se
determind FI maxima relativa como la induccion en veces maxima del ligando sometido a prueba (una realizacion de
la invencion) observada a cualquier concentracién en relacion con la induccion en veces maxima de ligando GS-"-E
(N-terc-butil-N’-(2-etil-3-metoxi-benzoil)-hidrazida del acido 3,5-dimetil-benzoico) observada a cualquier
concentracion.

Tabla 5: Resultados del ensayo biolégico para compuestos: Induccién en veces

Promedio de induccion en veces

Compuesto Ensayo 13B3 Ensayo 27-63 Ensayo Z3

33/33,3 (uM) 33,3 (uM) 33 (uM)
RG-103441 1,6 0,8
RG-103468 2,2 1,1
RG-120001 3,3 0,3
RG-120002 0,2 5,7 3,9
RG-120005 0,8
RG-120006 1,1 0,5
RG-120008 0,0 567,3
RG-120009 1,3 0,8 0,8
RG-120012 0,7 0,7
RG-120014 0,0 1,1
RG-120015 0,0 0,8
RG-120016 4.4 1146,6 226,9
RG-120017 0,8 0,9
RG-120018 0,8 0,7
RG-120019 1,5
RG-120020 1,3 0,2
RG-120021 0,0 0,7
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RG-120022 0,0 0,3 0,1
RG-120023 0,0 1,4 0,2
RG-120024 2,1 6,3 3,8
RG-120025 0,9 0,8
RG-120026 0,9 8,5 41,1
RG-120029 1,5 0,7
RG-120033 0,9 0,7
RG-120035 1,2 9,1
RG-120037 0,3 0,4 0,5
RG-120038 0,0 0,2
RG-120040 174,4 241,6 202,3
RG-120042 3,3 19,3
RG-120045 1412,3 2707,3 275,8
RG-120046 1,3 8,9
RG-120047 973,9 31,9
RG-120048 0,0 1,0
RG-120049 2661,5 2070,7 310,0
RG-120050 0,9 3,5
RG-120052 0,7 4,9
RG-120055 0,7 0,5 0,2
RG-120056 0,1 1,0
RG-120057 0,6 0,8
RG-120058 0,3 0,3 1,7
RG-120059 0,0 0,6
RG-120060 16,8 108,5
RG-120061 0,4 0,9 0,6
RG-120062 0,2 0,6
RG-120066 1,4 0,6
RG-120067 2,6 0,5
RG-120069 477,7 1872,1

RG-120070 0,4 0,7
RG-120072 0,6 1,3
RG-120073 0,9 0,5
RG-120075 1,1 0,7
RG-120076 20,2 4091,3 0,2
RG-120077 0,4 14,6
RG-120078 0,0 0,4
RG-120079 0,7 0,6
RG-120080 716,9 310,4
RG-120081 0,5 0,6
RG-120082 0,1 0,8
RG-120083 1,3 0,8
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RG-120086 4,0 111,6
RG-120087 0,4 0,4
RG-120088 0,9 8,2
RG-120091 0,5 1,5
RG-120092 2186,5

RG-120093 0,0 5,0 0,2
RG-120094 0,6 0,8
RG-120096 0,2 0,7
RG-120098 0,3 1,8
RG-120099 0,0 1327,0 0,2
RG-120101 1,2 0,7
RG-120102 0,5 0,8
RG-120105 0,5 0,8
RG-120108 0,0 0,3
RG-120109 0,0 0,2
RG-120110 0,8 0,5
RG-120111 0,6 0,7
RG-120113 3,4 0,6
RG-120114 1,1 0,6
RG-120115 0,8 9,1
RG-120117 1,2 0,8
RG-120118 0,8 13,4 1,4
RG-120119 0,4 0,8
RG-120121 0,1 0,7
RG-120122 0,5 0,6
RG-120124 1,2 1,0 2,0
RG-120125 82,6 509,9 253,6
RG-120126 0,4 2,4
RG-120127 0,6 0,7
RG-120128 129,0 338,2 403,0
RG-120129 0,9 0,4
RG-120134 0,3 0,6
RG-120135 0,4 0,7 0,7
RG-120136 0,3 0,6
RG-120137 53 4,6 59,0
RG-120140 1,4 0,5
RG-120142 0,3 0,4
RG-120144 0,1 0,7
RG-120145 1,4 0,5
RG-120147 1,1 1,0
RG-120148 0,0 0,7 1,1
RG-120149 1,1 0,7
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RG-120151 0,3 0,8
RG-120152 264,3 59,9
RG-120153 0,8 0,7
RG-120156 1,4 0,7
RG-120157 0,0 0,9
RG-120159 0,1 3,7 0,2
RG-120160 0,3 0,6
RG-120161 59,9
RG-120162 0,9 0,7
RG-120163 1,1 0,5
RG-120164 1,7 0,6
RG-120326 0,0
RG-121513 1015,2
RG-121514 1,7
RG-121515 36,6
RG-121516 7,9
RG-121517 35141
RG-121518 2336,5
Tabla 6: Resultados del ensayo biolégico para compuestos: CE50/FI maxima relativa
Compuesto EC50 (uM)/FI max.rel EC50 (uM)/ FI max. rel EC50 (uM)/ FI max.rel
Ensayo 13B3 Ensayo 27-63 Ensayo Z3

RG-120002 >33/0

RG-120005 >33/0

RG-120016 ~20/0,71

RG-120019 >33/0

RG-120022 >33/0

RG-120023 >33/0

RG-120024 >33/0

RG-120026 >33/0

RG-120037 >33/0

RG-120040 ~20/0,13

RG-120042 >33/0

RG-120045 ~20/1,25

RG-120049 3,57/1,56 3,42/1,58 1,6/0,88

RG-120055 >33/0

RG-120058 >33/0

RG-120060 >33/0,01

RG-120061 >33/0

RG-120069 2,95/1,02 3,31/1,11 1,68/0,8

RG-120076 >33,3/0,05 ~20/1,4 12,43/0,9

RG-120080 12,35/1,04 8,35/1,29 3,95/0,71
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RG-120092 7,16/1,15

RG-120093 >33/0

RG-120096 >33,3/0 >50/0
RG-120099 ~20/0,64

RG-120115 >33/0

RG-120118 >33/0

RG-120124 >33/0

RG-120125 >33,3/0,16 ~20/0,27 10,02/0,67
RG-120126 >33,3/0 >50/0,04
RG-120128 ~20/0,18

RG-120135 >33/0

RG-120137 >33/0

RG-120148 >33/0

RG-120159 >33/0

RG-120161 3,46/0,14 2,14/0,08
RG-121513 ~10/0,44

RG-121514 3,89/0,5

RG-121515 ~5/0,17

RG-121516 >33/0

RG-121517 ~20/1,55

RG-121518 3,57/1,08

EXPERIMENTO DE REFERENCIA 3: ACTIVIDAD INSECTICIDA DE COMPUESTOS

Se proporciona este experimento para fines de referencia.

Se disolvié el compuesto que iba a evaluarse en un disolvente apropiado, habitualmente una mezcla de acetona,
metanol y agua. Se hicieron disoluciones de prueba mediante diluciéon en serie de una disolucién madre de prueba
con acetona, metanol y agua. Se realizaron evaluaciones iniciales a una 0 mas concentraciones en uno o mas de los
siguientes insectos:

Simbolo de cédigo Nombre comun Nombre cientifico
BAW Rosquilla verde Spodoptera exigua

CL Gusano falso medidor Trichoplusia ni
TBW Gusano bellotero Heliothis virescens

Se llevaron a cabo bioensayos de alimentacion en bandejas de bioensayo que contenian dieta de insectos. Se
realizaron tratamientos mediante la aplicacion de 50 pl de disolucion de prueba en la superficie de la dieta en cada
uno de 5 pocillos. Tras secarse la disolucién de ensayo, se infestd cada pocillo con una Unica larva neonata. Se
mantuvieron las bandejas durante seis dias y entonces se determind el indice de mortalidad para cada tratamiento.

Se llevaron a cabo bioensayos de contacto (pulgén verde del melocotonero, acaro de dos puntos, mosca blanca)
mediante la aplicacion de una disolucién del compuesto de prueba a la superficie interna de una placa Petri. Se
permitid que la disolucion se secara al aire, entonces se infestd cada placa y se transfirieron las larvas de cada
tratamiento a una bandeja de bioensayo. Se mantuvieron las bandejas de uno a siete dias, y se determind el indice
de mortalidad para cada tratamiento.

Se llevaron a cabo algunos de los ensayos de gusano bellotero tal como sigue. Se preparé una disolucion de ensayo
que contenia 600 ppm mediante la disolucion de un compuesto de la invencion en una disolucion de
acetona:metanol 1:1, afadiendo luego agua para dar una disoluciéon de acetona:metanol:agua 5:5:90, y finalmente
se afnadi6 un tensioactivo a una equivalencia de 7,37 g de tensioactivo por 100 | de disolucién de prueba (1 onza de
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tensioactivo por 100 galones de disolucién de ensayo). Se prepararon diluciones apropriadas en agua a partir de la
disolucién de 600 ppm. Se coloc6 una hoja de algodén desprendida, Gossypium hirsutum, sobre papel de filtro
humedecido en una placa Petri (100 x 20 mm). Se pulverizé la hoja con la disolucion de prueba usando un
pulverizador de plataforma giratoria y se permitié que se secara. Se infesto6 la placa con 10 larvas en primer estadio
de gusano bellotero y se cubrieron con la tapa. Si las larvas estaban vivas dos dias después de tratamiento, se
afnadieron hojas de algodén no tratadas nuevas. Se mantuvieron todos los tratamientos a 23,9-26,7°C (75-80°F) bajo
luz fluorescente en una habitacién bien ventilada. Se determiné el porcentaje de mortalidad cuatro dias después del

tratamiento.

Tabla 7: Resultados del ensayo de actividad insecticida para compuestos

Proteina de fusion
CfEcR (CDEF)/CfUSP, GST

Toxicidad en insectos (CL50 (ppm) o % de control a 150 ppm)

Compuesto CfEcR EC50 MTA BAW CL TBW WFEN
RG-120096 6% a 10 uM 74 a 150 0% a 150 60% a 150 | 0% a 150 | 55% a 150
RG-120076 8,35 nM 92 47 47 >150 >150
RG-120128 28,5 nM (28% a 1 uM) >150 47 17 >150 >150
RG-120039 203 nM (21% a 1 uM)

RG-120126 136 nM 0% a 150 0% a 150 0% a150 | 0% a 150 | 79% a 150
RG-120008 81% a1 uM

RG-120080 Kd=11,9 nM 0% a 150 23 47 >150 0% a 150
RG-120060 Kd=38 nM 0% a 150 23 47 >150 0% a 150
RG-120161 62,4 nM 110 87 17 >150 >150
RG-120051 147 nM

RG-120069 14,2 nM 146 4,7 4,7 >150 >150
RG-120125 57,9 nM 167 98 23 >150 150
RG-120092 99% a 1 uM >150 47 13 98 >150
RG-120152 92% a1 uM

RG-120035 0% a 150 40% a 150 | 100% a 150 | 0% a 150 | 0% a 150
RG-120099 0% a 150 100% a 150 | 40% a 150 | 0% a 150 | 0% a 150
RG-120015 0% a 150 80% a 150 0% a150 | 0% a 150 | 0% a 150
RG-120001 0% a 150 80% a 150 | 20% a 150 | 0% a 150 | 0% a 150
RG-120021 51% a 150 100% a 150 | 0% a 150 | 0% a 150 | 0% a 150
RG-120026 40% a 150 100% a 150 | 0% a 150 | 0% a 150 | 0% a 150
Aoz0sz| o Plds

RG-120115 coméniic;tggicida

RG-120077 0% a 150 50% a 150 | 100% a 150 | 0% a 150 | 0% a 150

Ademas, un experto habitual en la técnica puede prededcir también que los ligandos dados a conocer en el presente
documento funcionaran también para modular la expresién génica en diversos tipos de células descritos
anteriormente usando sistemas de expresion génica basados en receptores nucleares de grupo H y grupo B.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula general:

R2 X_
R3J( N
N
Ri. NH R4
xt
en la que:

XesOo0S,yX esO;
R'es

a) H, alquilo (C+-Cs), haloalquilo (C+-Cs), cianoalquilo (C1-Cs), alcoxicarbonil (C1-Ceg)-alquilo (C+-Cs), alcoxilo (C1-Cg) 0
benciloxilo;

b) fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 5 H; halo; nitro; ciano;
hidroxilo; amino (-NR®R®); alquilo (C+-Cs); haloalquilo (C+-Cs); cianoalquilo (C+-Cs); hidroxialquilo (C+-Cs); alcoxilo
(C1-Cg); fenoxilo; haloalcoxilo (C1-Cs); alcoxi (C1-Cg)-alquilo (C4-Cs); alcoxi (C1-Cg)-alcoxilo (C1-Cs); alcanoiloxi (Cs-
Ce)-alquilo (C1-Cg); alquenilo (C2-Cs) opcionalmente sustituido con halo, ciano, alquilo (C1-C4) o alcoxilo (C1-Ca);
alquinilo (C2-Cs) opcionalmente sustituido con halo o alquilo (C1-Cs); formilo; carboxilo; alquil (C4-Cs)-carbonilo;
haloalquil (C1-Ceg)-carbonilo; benzoilo; alcoxi (C4-Cs)-carbonilo; haloalcoxi (C1-Cg)-carbonilo; alcanoiloxilo (C1-Ce) (-
OCOR?); carboxamido (-CONR?R®); amido (-NR®*COR®); alcoxicarbonilamino (-NR*CO2R®); alquilaminocarbonilamino
(-NRaCONRbRC); mercapto; alquiltio (C4-Ce); alquil (C4-Ce)-sulfonilo; alquil (C+-Ce)-sulféxido (-S(O)R®); sulfamido (-
SOzNRaRb); o fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo,
nitro, alcoxilo (C1-Cs), alquilo (C4-Cs) 0 amino; o cuando dos posiciones adyacentes en el anillo de fenilo estan
sustituidas con grupos alcoxilo, estos grupos, junto con los atomos de carbono a los que estan unidos, pueden
unirse como una unién (-OCH20-) o (-OCH>CH»0-) para formar un anillo heterociclico dioxolano o dioxano de 5 6 6
miembros;

¢) naftilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo
(C+-Ce), alquilo (C1-Cg) 0 amino;

d) benzotiofen-2-ilo, benzotiofen-3-ilo, benzofuran-2-ilo o benzofuran-3-ilo sustituido o no sustituido en el que los
sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, hidroxilo, alquilo (C+4-Cs), alcoxilo (C1-Cg), carboxilo o
alcoxi (C1-Cs)-carbonilo (-CO2R?);

e) 2, 3 6 4-piridilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, ciano,
nitro, hidroxilo, alquilo (C1-Ce), alcoxilo (C1-Cs) 0 haloalcoxilo (C+-Cs);

f) heterociclo de 5 miembros sustituido o no sustituido seleccionado de furilo, tiofenilo, triazolilo, pirrolilo, isopirrolilo,
pirazolilo, isoimidazolilo, tiazolilo, isotiazolilo, oxazolilo o isooxazolilo en el que los sustituyentes son
independientemente de 1 a 3 halo, nitro, hidroxilo, alquilo (C1-Cs), alcoxilo (C1-Cs), carboxilo, alcoxi (C1-Cg)-carbonilo
(-CO2R?) o fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, nitro,
alquilo (C4-Cs), haloalquilo (C+-Cs), alcoxilo (C4-Ce), haloalcoxilo (C1-Cs), carboxilo, alcoxi (C1-Ca)-carbonilo (-CO2R?)
o0 amino (-NR®R®);

g) fenilalquilo (C4-Cs), fenilalcoxi (C+-Ce)-alquilo (C4-Cs) o fenoxialquilo (C4-Cs) sustituido o no sustituido por
aromatico en el que los sustituyentes aromaticos son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C+-Cs),
alquilo (C1-Cg) 0 amino; o

h) fenilamino, fenilalquil (C1-Cs)-amino o fenilcarbonilamino sustituido o no sustituido por aromatico en el que los
sustituyentes aromaticos son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C+-Cs), alquilo (C1-Cg) 0 amino;

en los que R?, R° y R°® son independientemente H, alquilo (C4-Ce) o fenilo;
R? y R® son independientemente H, alquilo (C1-Cs), haloalquilo (C-Cs), cianoalquilo (C+-Cs), hidroxialquilo (Cs-Ce),

alcoxi (C4-Ce)-alquilo (C1-Cs), fenilo, o juntos como una union de alcano (-(CHa)x-), una unién de alquiloxialquilo (
(CH2)yO(CHz);-), una unién de alquilaminoalquilo (-(CHz),NR*(CH2),-) 0 una unién de alquiloenzoalquilo (-(CHz),-1
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benzo-2-(CHy),-) forman un anillo con el &tomo de carbono al que estan unidos,
enlosquex=de3a7,y=de1a3,z=de1a3yR®esH, alquilo (Ci-Ce) o fenilo; y

R* es fenilo sustituido 0 no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 5 H; halo; nitro;
ciano; hidroxilo; amino (-NR®R®); alquilo (C+-Cs); haloalquilo (C1-Cs); cianoalquilo (C+-Cs); hidroxialquilo (C1-Ce);
alcoxilo (C+-Cs); fenoxilo; haloalcoxilo (C1-Cg); alcoxi (C4-Ce)-alquilo (C1-Cg); alcoxi (C4-Ce)-alcoxilo (C+-Ce);
alcanoiloxi (C4-Ce)-alquilo (C4-Cs); alquenilo (C2-Cg) opcionalmente sustituido con halo, ciano, alquilo (C4-C4) 0
alcoxilo (C4-Cs); alquinilo (C2-Cs) opcionalmente sustituido con halo o alquilo (C+4-C4); formilo; carboxilo; alquil (C1-
Ce)-carbonilo; haloalquil (C4-Cs)-carbonilo; benzoilo; alcoxi (C+-Cg)-carbonilo; haloalcoxi (C+-Cs)-carbonilo;
alcanoiloxilo (Ci-Cs) (-OCOR?); carboxamido (-CONR®R®); amido (-NR?COR®); alcoxicarbonilamino (-NR*CO2R®);
alquilaminocarbonilamino (-NR*CONR°R®); mercapto; alquiltio (C+-Cs); alquil (C1-Cs)-sulfonilo; alquil (C1-Ce)-sulfoxido
(-S(O)R¥): sulfamido (-SO:NR?R®); o fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son
independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C1-Cg), alquilo (C1-Cs) 0 amino; o cuando dos posiciones
adyacentes en el anillo de fenilo estan sustituidas con grupos alcoxilo, estos grupos, junto con los atomos de
carbono a los que estan unidos, pueden unirse para formar un anillo heterociclico dioxolano (-OCH20-) o dioxano (-
OCH2CHz0-) de 5 6 6 miembros; en los que R?, R° y R® son independientemente H, alquilo (C1-Cs) o fenilo;

siempre que R* no sea 3-nitrofenilo o 4-nitrofenilo, y
cuando R* es fenilo, entonces R no es fenilo,

cuando R* es 3-clorofenilo, entonces R' no es fenilamino o
cuando R* es 4-clorofenilo, entonces R' no es metilo.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que:

R'es

a) H, alquilo (C+-Cs), haloalquilo (C+-Cs), cianoalquilo (C1-Ce), alcoxicarbonil (C1-Cg)-alquilo (C4-Cs), alcoxilo (C1-Cg) 0
benciloxilo;

b) fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 5 H; halo; nitro; ciano;
hidroxilo; alquilo (C1-Ce); haloalquilo (C+-Cs); cianoalquilo (C1-Ce); hidroxialquilo (C1-Ce); alcoxilo (C4-Cs); haloalcoxilo
(C1-Cg); alcoxi (C1-Cg)-alquilo (C4-Cs); alcanoiloxi (C1-Ce)-alquilo (C1-Cs); alquenilo (C2-Cgs) opcionalmente sustituido
con halo, ciano, alquilo (C1-C4) 0 alcoxilo (C1-C4); alquinilo (C2-Cs) opcionalmente sustituido con halo o alquilo (C+-
C4); formilo; carboxilo; alquil (C1-Cg)-carbonilo; haloalquil (C+-Cs)-carbonilo; benzoilo; alcoxi (C4-Cs)-carbonilo;
alcanoiloxilo (C1-Cs) (-OCOR?); carboxamido (-CONR?R®); amido (-NR*COR®); alquil (C1-Ce)-sulfonilo; alquil (C-Ce)-
sulféxido (-S(O)R?); sulfamido (-SOzNRaRb); o fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son
independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C+-Cg), alquilo (C1-Cs) 0 amino; o cuando dos posiciones
adyacentes en el anillo de fenilo estan sustituidas con grupos alcoxilo, estos grupos, junto con los atomos de
carbono a los que estan unidos, pueden unirse como una unién (-OCHz0O-) o (-OCH2CH>0O-) para formar un anillo
heterociclico dioxolano o dioxano de 5 6 6 miembros;

¢) benzotiofen-2-ilo o benzofuran-2-ilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente
de 1 a 3 halo, nitro, hidroxilo, alquilo (C1-Cs) 0 alcoxilo (C1-Ce);

d) 2, 3 6 4-piridilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, ciano,
nitro, hidroxilo, alquilo (C1-Ce), alcoxilo (C1-Cs) 0 haloalcoxilo (C+-Cs);

e) heterociclo de 5 miembros sustituido o no sustituido seleccionado de furilo, tiofenilo, triazolilo, pirazolilo, tiazolilo,
isotiazolilo, oxazolilo o isooxazolilo en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, hidroxilo,
alquilo (C1-Cs), alcoxilo (C1-Cs), carboxilo, alcoxi (C1-Cs)-carbonilo (-CO2R?) o fenilo sustituido o no sustituido en el
que los sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alquilo (C+-Cs), haloalquilo (C1-Ce), alcoxilo (Cs-
Cs), haloalcoxilo (C1-Cs), carboxilo o alcoxi (C1-Ca)-carbonilo (-CO2R?);

f) fenilalquilo (C1-Ce), fenilalcoxi (C1-Ce)-alquilo (C1-Cs) o fenoxialquilo (C+-Cs) sustituido o no sustituido por aromatico
en el que los sustituyentes aromaticos son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C1-Cg) 0 alquilo (C+1-Ce);
0

g) fenilamino, fenilalquil (C1-Cs)-amino o fenilcarbonilamino sustituido o no sustituido por aromatico en el que los
sustituyentes aromaticos son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C1-Cs) 0 alquilo (C1-Ce);

en los que R®y R° son independientemente H, alquilo (C+-Cs) o fenilo;
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R? y R® son independientemente H, alquilo (C1-Cs), haloalquilo (C-Cs), cianoalquilo (C+-Cs), hidroxialquilo (Cs-Ce),
alcoxi (C4-Ce)-alquilo (C+-Cs), fenilo, o juntos como una unién de alcano (-(CHz)x-), una unién de alquiloxialquilo (
(CH2)yO(CHz);-), una unién de alquilaminoalquilo (-(CHz),NR*(CH2),-) 0 una unién de alquiloenzoalquilo (-(CHz),-1
benzo-2-(CHy).-) forman un anillo con el &tomo de carbono al que estan unidos,

enlosquex=de3a7,y=de1a3,z=de1a3yR®esH, alquilo (Ci-Ce) o fenilo; y

R* es fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 5 H; halo; nitro;
ciano; hidroxilo; alquilo (C4-Cs); haloalquilo (C1-Ce); cianoalquilo (C+-Cs); hidroxialquilo (C1-Ce); alcoxilo (C+-Ce);
haloalcoxilo (C1-Cg); alcoxi (Ci-Cg)-alquilo (C+-Cs); alcanoiloxi (C1-Ce)-alquilo (C1-Ce); alquenilo (C2-Ce)
opcionalmente sustituido con halo, ciano, alquilo (C1-Cs) o alcoxilo (C1-Ca4); alquinilo (C2-Ce) opcionalmente sustituido
con halo o alquilo (C1-C4); formilo; carboxilo; alquil (C1-Cg)-carbonilo; haloalquil (C+-Cs)-carbonilo; benzoilo; alcoxi
(C1-Ce)-carbonilo; alcanoiloxilo (Ci-Ce) (-OCOR?); carboxamido (-CONR?R®); amido (-NR*COR®); alquil (C1-Ce)-
sulfonilo; alquil (C1-Ce)-sulféxido (-S(O)R?); sulfamido (-SO-NR?R®); o fenilo sustituido 0 no sustituido en el que los
sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C+-Cs), alquilo (C1-Cg) 0 amino; o cuando dos
posiciones adyacentes en el anillo de fenilo estan sustituidas con grupos alcoxilo, estos grupos, junto con los atomos
de carbono a los que estan unidos, pueden unirse como una unién (-OCH20-) o (-OCH>CH20-) para formar un anillo
heterociclico dioxolano o dioxano de 5 6 6 miembros; en los que R®y R° son independientemente H, alquilo (C4-Ce)
o fenilo;

siempre que R* no sea 3-nitrofenilo o 4-nitrofenilo, y

cuando R* es fenilo, entonces R' no es fenilo,

cuando R* es 3-clorofenilo, entonces R no es fenilamino o

cuando R* es 4-clorofenilo, entonces R' no es metilo.

3. Compuesto segun la reivindicacion 2, en el que:

Xes O;

X es O;

R'es

a) H, alquilo (C1-Cg), haloalquilo (C1-Cg) o alcoxicarbonil (C1-Ce)-alquilo (C1-Cs);

b) fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 5 H; halo; nitro; ciano;
alquilo (C+-Cs); haloalquilo (C1-ng; alcoxilo (C1-Ce); haloalcoxilo (C1-Ce); alquil (C1-Ce)-carbonilo; alcoxi (C4-Ce)-
carbonilo; carboxamido (-CONR?R"); amido (-NRaCORb); o fenilo; o cuando dos posiciones adyacentes en el anillo
de fenilo estan sustituidas con grupos alcoxilo, estos grupos, junto con los atomos de carbono a los que estan
unidos, pueden unirse como una unién (-OCH0-) o (-OCH2CH20-) para formar un anillo heterociclico dioxolano o

dioxano de 5 6 6 miembros;

¢) benzotiofen-2-ilo o benzofuran-2-ilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente
de 1 a 3 halo, nitro, hidroxilo, alquilo (C1-Cs) 0 alcoxilo (C1-Ce);

d) furilo o tiofenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 3 halo, nitro,
alquilo (C+-Ce), alcoxilo (C1-Cs), carboxilo, alcoxi (C1-Cs)-carbonilo (-CO2R?) o fenilo;

e) fenilalquilo (C4-Cs), fenilalcoxi (C+-Ce)-alquilo (C4-Cs) o fenoxialquilo (C4-Cs) sustituido o no sustituido por
aromatico en el que los sustituyentes aromaticos son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C4-Cs) 0
alquilo (C1-Ce); 0

f) fenilamino, fenilalquil (C1-Ce)-amino o fenilcarbonilamino sustituido o no sustituido por aromatico en el que los
sustituyentes aromaticos son independientemente de 1 a 3 halo, nitro, alcoxilo (C1-Cs) 0 alquilo (C+-Ce);

en los que R®y R° son independientemente H, alquilo (C+-Cs) o fenilo;

R? y R® son independientemente H, alquilo (C1-Cs), haloalquilo (C+-Cs), alcoxi (C1-Ce)-alquilo (C1-Ce), fenilo, o juntos
como una unién de alcano (-(CHz)x-), una unién de alquiloxialquilo (-(CH2)yO(CHs).-), una unién de alquilaminoalquilo
(-(CH2)yNR*(CH2),-) o una unién de alquilbenzoalquilo (-(CHz),-1-benzo-2-(CHa),-) forman un anillo con el atomo de
carbono al que estan unidos,

enlosquex=de3a7,y=de1a3,z=de1a3yR?esH, alquilo (Cs-Ce) o fenilo; y
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R* es fenilo sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes son independientemente de 1 a 5 H; halo; nitro;
ciano; alquilo (C+-Cs); haloalquilo (C1-Ce); alcoxilo (C1-Cs); haloalcoxilo (C1-Cg); alquil (C4-Cs)-carbonilo; alcoxi (Cq-
Cs)-carbonilo; carboxamido (-CONR®R®); amido (-NR®*COR®); o fenilo; o cuando dos posiciones adyacentes en el
anillo de fenilo estan sustituidas con grupos alcoxilo, estos grupos, junto con los atomos de carbono a los que estan
unidos, pueden unirse como una unién (-OCH0-) o (-OCH2CH20-) para formar un anillo heterociclico dioxolano o
dioxano de 5 6 6 miembros; en los que R® y R® son independientemente H, alquilo (C+-Cs) o fenilo;

siempre que R* no sea 3-nitrofenilo o 4-nitrofenilo, y

cuando R* es fenilo, entonces R no es fenilo,

cuando R* es 3-clorofenilo, entonces R' no es fenilamino o

cuando R* es 4-clorofenilo, entonces R' no es metilo.

4. Compuesto segun la reivindicacion 3 en el que:

Xy X son O;

R'es

fenilo, 4-clorofenil-, 4-etilfenil-, 2-etil-3,4-etilendioxifenilo, 3-fluorofenil-, 2-fluoro-4-etilfenil-, 2-metil-3-metoxifenil-, 2-
etil-3-metoxifenilo, 3-metilfenil-, 2-metoxifenil-, 2-nitrofenil-, 3-nitrofenil-, 2-furanil-, bencil-, benzotiofen-2-il-,
fenilamino-, benciloximetilo, fenoximetil-, 3-toluoilamino-, bencilamino-, benzoilamino-, etoxicarboniletil- o 3-cloro-
2,2,3,3-tetrafluoroetilo;

R? y R® son independientemente metilo, etilo, o juntos como una unién de tetrametileno (-(CHa)s-), 4-pirano (-
CH>CH2OCH2CH>-) o metillenbenzoetileno(-CHz-1-benzo-2-CH>CHy-) forman un anillo con el atomo de carbono al
que estan unidos; y

R* es fenilo, 4-bifenilo, 4-clorofenilo, 2,4-dimetoxifenilo, 3,5-dimetilfenilo, 2-metoxifenilo, 3,4-metilendioxifenilo, 3-
trifluorometilfenilo o 4-triflurometoxifenilo;

siempre que cuando R* es fenilo, entonces R’ no es fenilo.

5. Compuesto seleccionado del grupo que consiste en:
1-bencil-3-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-urea;
1-benzoil-3-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-urea;
N-[3-(4-cloro-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-4-etil-benzamida;
3-cloro-N-[3-(4-cloro-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2,2,3,3-tetrafluoro-propionamida;
N-[3-(4-cloro-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-benzamida;
[3-(4-cloro-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-amida del &cido benzo[b]tiofen-2-carboxilico;
éster etilico del acido N-[3-(4-cloro-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-succinamico;
1-[3-(4-cloro-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-3-fenil-urea;
N-[3-(4-cloro-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-fenoxi-acetamida;
2-benciloxi-N-[3-(4-cloro-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-acetamida;
[3-(4-cloro-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-amida del &cido furan-2-carboxilico;
N-[3-(4-cloro-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-fenil-acetamida;
N-[3-(4-cloro-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-etil-3-metoxi-benzamida;

N-[5,5-dimetil-3-(4-trifluorometoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-benzamida;
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N-[5,5-dimetil-3-(4-trifluorometoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-4-etil-benzamida;
[5,5-dimetil-3-(4-trifluorometoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-amida del acido benzo[b]tiofen-2-carboxilico;
1-[5,5-dimetil-3-(4-trifluorometoxi-fenil)-[1,2,4]Joxadiazol-4-il]-3-fenil-urea;
N-[5,5-dimetil-3-(4-trifluorometoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-fenoxi-acetamida;
2-benciloxi-N-[5,5-dimetil-3-(4-trifluorometoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-acetamida;
N-[5,5-dimetil-3-(4-trifluorometoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-fenil-acetamida;
[5,5-dimetil-3-(4-trifluorometoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-amida del &cido furan-2-carboxilico;
N-[5,5-dimetil-3-(4-trifluorometoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-etil-3-metoxi-benzamida;
N-[5,5-dimetil-3-(3-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-4-etil-benzamida;
N-[5,5-dimetil-3-(3-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-benzamida;
3-cloro-N-[5,5-dimetil-3-(3-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2,2,3,3-tetrafluoro-propionamida;
éster etilico del acido N-[5,5-dimetil-3-(3-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]Joxadiazol-4-il]-succinamico;
1-[5,5-dimetil-3-(3-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-3-fenil-urea;
2-benciloxi-N-[5,5-dimetil-3-(3-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-acetamida;
[5,5-dimetil-3-(3-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-amida del acido furan-2-carboxilico;
4-etil-N-[3-(2-metoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-benzamida;
N-[3-(2-metoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-benzamida;
N-[5,5-dimetil-3-(3-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-etil-3-metoxi-benzamida;
N-[5,5-dimetil-3-(3-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-fenil-acetamida;
N-[5,5-dimetil-3-(3-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-fenoxi-acetamida;
[5,5-dimetil-3-(3-trifluorometil-fenil)-[1,2,4Joxadiazol-4-il]-amida del &cido benzo[b]tiofen-2-carboxilico;
3-cloro-2,2,3,3-tetrafluoro-N-[3-(2-metoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-propionamida;

éster etilico del acido N-[3-(2-metoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-succinamico;
[3-(2-metoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-amida del acido benzol[b]tiofen-2-carboxilico;
1-[3-(2-metoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-3-fenil-urea;
N-[3-(2-metoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-fenoxi-acetamida;
2-benciloxi-N-[3-(2-metoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-acetamida;
N-[3-(2-metoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-fenil-acetamida;
[3-(2-metoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-amida del acido furan-2-carboxilico;
2-etil-3-metoxi-N-[3-(2-metoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-benzamida;
N-(3-benzo[1,3]dioxol-5-il-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-4-etil-benzamida;
N-(3-benzo[1,3]dioxol-5-il-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-benzamida;

éster etilico del acido N-(3-benzo[1,3]dioxol-5-il-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-succindmico;
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(3-benzo[1,3]dioxol-5-il-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-amida del acido benzo[b]tiofen-2-carboxilico;
1-(3-benzo[1,3]dioxol-5-il-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-3-fenil-urea;
N-(3-benzo[1,3]dioxol-5-il-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-2-fenoxi-acetamida;
N-(3-benzo[1,3]dioxol-5-il-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-2-benciloxi-acetamida;
N-(3-benzo[1,3]dioxol-5-il-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-2-fenil-acetamida;
(3-benzo[1,3]dioxol-5-il-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-amida del acido furan-2-carboxilico;
N-(3-benzo[1,3]dioxol-5-il-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-2-etil-3-metoxi-benzamida;
N-[3-(2,4-dimetoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-4-etil-benzamida;
N-[3-(2,4-dimetoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-benzamida;

éster etilico del acido N-[3-(2,4-dimetoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-succinamico;
[3-(2,4-dimetoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4Joxadiazol-4-il]-amida del acido benzo[b]tiofen-2-carboxilico;
1-[3-(2,4-dimetoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-3-fenil-urea;
N-[3-(2,4-dimetoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-fenoxi-acetamida;
2-benciloxi-N-[3-(2,4-dimetoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-acetamida;
N-[3-(2,4-dimetoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-fenil-acetamida;
[3-(2,4-dimetoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-amida del acido furan-2-carboxilico;
N-[3-(2,4-dimetoxi-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-etil-3-metoxi-benzamida;
N-(3-bifenil-4-il-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-4-etil-benzamida;
N-(3-bifenil-4-il-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-2-etil-3-metoxi-benzamida;
4-etil-N-(5-etil-5-metil-3-fenil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-benzamida;

N-(5-etil-5-metil-3-fenil-[1,2,4] oxadiazol-4-il)-benzamida;
(5-etil-5-metil-3-fenil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-amida del acido benzol[b]tiofen-2-carboxilico;
1-(5-etil-5-metil-3-fenil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-3-fenil-urea;
N-(5-etil-5-metil-3-fenil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-2-fenoxi-acetamida;
2-benciloxi-N-(5-etil-5-metil-3-fenil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-acetamida;
N-(5-etil-5-metil-3-fenil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-2-fenil-acetamida;
(5-etil-5-metil-3-fenil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-amida del acido furan-2-carboxilico;
2-etil-N-(5-etil-5-metil-3-fenil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-3-metoxi-benzamida;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5-etil-5-metil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-4-etil-benzamida;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5-etil-5-metil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-benzamida;
3-cloro-N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5-etil-5-metil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2,2,3,3-tetrafluoro-propionamida;
éster etilico del acido N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5-etil-5-metil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-succindmico;

[3-(3,5-dimetil-fenil)-5-etil-5-metil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-amida del acido benzo[b]tiofen-2-carboxilico;
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1-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5-etil-5-metil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-3-fenil-urea;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5-etil-5-metil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-fenoxi-acetamida;
2-benciloxi-N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5-etil-5-metil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-acetamida;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5-etil-5-metil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-fenil-acetamida;
[3-(3,5-dimetil-fenil)-5-etil-5-metil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-amida del acido furan-2-carboxilico;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5-etil-5-metil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-2-etil-3-metoxi-benzamida;
4-etil-N-(3-fenil-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il)-benzamida;
N-(3-fenil-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il)-benzamida;
3-cloro-2,2,3,3-tetrafluoro-N-(3-fenil-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il)-propionamida;
éster etilico del acido N-(3-fenil-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il)-succindmico;
(3-fenil-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il)-amida del acido benzo[b]tiofen-2-carboxilico;
1-fenil-3-(3-fenil-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il)-urea;
2-fenoxi-N-(3-fenil-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il)-acetamida;
2-benciloxi-N-(3-fenil-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il)-acetamida;
2-fenil-N-(3-fenil-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il)-acetamida;
(3-fenil-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il)-amida del acido furan-2-carboxilico;
2-etil-3-metoxi-N-(3-fenil-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il)-benzamida;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il]-4-etil-benzamida;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il]-benzamida;
3-cloro-N-[3-(8,5-dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il]-2,2,3,3-tetrafluoro-propionamida;
éster etilico del acido N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il]-succindmico;
[3-(3,5-dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il]-amida del acido benzo[b]tiofen-2-carboxilico;
1-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il]-3-fenil-urea;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il]-2-fenoxi-acetamida;
2-benciloxi-N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il]-acetamida;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il]-2-fenil-acetamida;
[3-(3,5-dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il]-amida del acido furan-2-carboxilico;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il]-2-etil-3-metoxi-benzamida;
4-etil-N-(3-fenil-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il)-benzamida;
N-(3-fenil-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il)-benzamida;
1-fenil-3-(3-fenil-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il)-urea;
2-fenoxi-N-(3-fenil-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il)-acetamida;

2-benciloxi-N-(3-fenil-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il)-acetamida;
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2-fenil-N-(3-fenil-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il)-acetamida;
2-etil-3-metoxi-N-(3-fenil-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il)-benzamida;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il]-4-etil-benzamida;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il]-benzamida;
1-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il]-3-fenil-urea;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il]-2-fenoxi-acetamida;
2-benciloxi-N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il]-acetamida;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il]-2-fenil-acetamida;
[3-(3,5-dimetil-fenil)-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il]-amida del acido furan-2-carboxilico;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il]-2-etil-3-metoxi-benzamida;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.5]-7,8-benzo-dec-2-en-4-il]-3-metoxi-2-metil-benzamida;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1,8-dioxa-2,4-diaza-espiro[4.5]dec-2-en-4-il]-3-metoxi-2-metil-benzamida;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5,5-dimetil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-3-metoxi-2-metil-benzamida;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-5-etil-5-metil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-4-etil-2-fluoro-benzamida;
4-etil-2-fluoro-N-(3-fenil-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il)-benzamida;
N-[3-(3,5-dimetil-fenil)-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4.4]non-2-en-4-il]-4-etil-2-fluoro-benzamida;
N-(5,5-dimetil-3-fenil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-4-etil-2-fluoro-benzamida;
(5,5-dimetil-3-fenil-[1,2,4]oxadiazol-4-il)-amida del acido 5-etil-2,3-dihidro-benzo[1,4]dioxin-6-carboxilico; y

[3-(3,5-dimetil-fenil)-5-etil-5-metil-[1,2,4]oxadiazol-4-il]-amida  del acido 5-etil-2,3-dihidro-benzo[1,4]dioxin-6-
carboxilico.

6. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para su uso en la modulacion de la expresién de un
gen diana en una célula huésped, en el que la célula huésped incluye un primer casete de expresion génica que
comprende un primer polinucledtido que codifica para un primer polipéptido que comprende:

(i) un dominio de transactivacién,

(i) un dominio de unién a ADN, y

(iii) un dominio de unién a ligando del receptor nuclear de grupo H;

un segundo casete de expresién génica que comprende:

(i) un elemento de respuesta que puede unirse a dicho dominio de unién a ADN,

(i) un promotor que se activa mediante el dominio de transactivacion, y

dicho gen diana.

7. Uso de un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para la fabricacion de un medicamento
para modular la expresion de un gen diana en una célula huésped, en el que la célula huésped incluye un primer
casete de expresiéon génica que comprende un primer polinucleétido que codifica para un primer polipéptido que
comprende:

(i) un dominio de transactivacién,

(i) un dominio de unién a ADN, y

73



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2445 822 T3

(iii) un dominio de unién a ligando del receptor nuclear de grupo H;

un segundo casete de expresién génica que comprende:

(i) un elemento de respuesta que puede unirse a dicho dominio de unién a ADN,
(i) un promotor que se activa mediante el dominio de transactivacion, y

(iii) dicho gen diana.

8. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para su uso en la modulacion de la expresion de
uno o0 mas genes exdgenos en un sujeto.

9. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para su uso en la regulacion de la expresiéon génica
enddgena o heterdloga en un sujeto transgénico que comprende poner en contacto dicho compuesto con un
complejo de receptor de ecdisona dentro de las células del sujeto, en el que las células contienen ademas una
secuencia de union a ADN para el complejo de receptor de ecdisona cuando estd en combinacion con dicho
compuesto y en el que la formaciéon de un complejo de complejo de receptor de ecdisona-compuesto-secuencia de
unién a ADN induce la expresién del gen.

10. Compuesto seguln la reivindicacion 9, en el que el complejo de receptor de ecdisona es un complejo de receptor
de ecdisona quimérico y el constructo de ADN comprende ademas un promotor.

11. Compuesto segun la reivindicacion 9, en el que el sujeto es una planta.

12. Compuesto segun la reivindicacion 9, en el que el sujeto es un mamifero.

13. Uso de un compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para la fabricacién de un medicamento
para regular la expresion génica enddgena o heteréloga en un sujeto transgénico que comprende poner en contacto
dicho compuesto con un complejo de receptor de ecdisona dentro de las células del sujeto, en el que las células
contienen ademas una secuencia de unién a ADN para el complejo de receptor de ecdisona cuando esta en
combinacion con dicho compuesto y en el que formacién de un complejo de complejo de receptor de ecdisona-
compuesto-secuencia de unién a ADN induce la expresién del gen.

14. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para su uso en la modulacién de la expresion de
un gen en una célula huésped que comprende las etapas de:

a) introducir en la célula huésped un sistema de modulacién de la expresion génica que comprende:

i) un primer casete de expresion génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende una
secuencia de polinucleétido que codifica para un primer polipéptido hibrido que comprende:

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

(b) un dominio de unién a ligando del receptor de ecdisona;

ii) un segundo casete de expresion génica que puede expresarse en la célula huésped que comprende una
secuencia de polinucledétido que codifica para un segundo polipéptido hibrido que comprende:

(a) un dominio de transactivacion; y
(b) un dominio de unién a ligando del receptor X retinoide quimérico;y

iii) un tercer casete de expresion génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende una
secuencia de polinucleétido que comprende:

(a) un elemento de respuesta reconocido por el dominio de uniéon a ADN del primer polipéptido hibrido;
(b) un promotor que se activa mediante el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido; y
(c) un gen cuya expresion va a modularse; y

b) introducir en la célula huésped dicho compuesto.

15. Uso de un compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para la fabricacién de un medicamento
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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 modulacion de la expresién génica que comprende:

i) un primer casete de expresion génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende una
secuencia de polinucleétido que codifica para un primer polipéptido hibrido que comprende:

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

(b) un dominio de unién a ligando del receptor de ecdisona;

ii) un segundo casete de expresion génica que puede expresarse en la célula huésped que comprende una
secuencia de polinucleétido que codifica para un segundo polipéptido hibrido que comprende:

(a) un dominio de transactivacion; y
(b) un dominio de unién a ligando del receptor X retinoide quimérico;y

iii) un tercer casete de expresion génica que puede expresarse en una célula huésped que comprende una
secuencia de polinucleétido que comprende:

(a) un elemento de respuesta reconocido por el dominio de unién a ADN del primer polipéptido hibrido;
(b) un promotor que se activa mediante el dominio de transactivacion del segundo polipéptido hibrido; y
(c) un gen cuya expresion va a modularse; y

b) introducir en la célula huésped dicho compuesto.

16. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para su uso en la produccion de un polipéptido que
comprende las etapas de:

a) seleccionar una célula que es sustancialmente insensible a la exposicion a dicho compuesto;
b) introducir en la célula:

1) un constructo de ADN que comprende:

i) un gen ex6geno que codifica para el polipéptido; y

i) un elemento de respuesta;

en el que el gen esta bajo el control del elemento de respuesta; y
2) un complejo de receptor de ecdisona que comprende:

i) un dominio de unién a ADN;

i) un dominio de unién para dicho compuesto; y

i) un dominio de transactivacion; y

c) exponer la célula a dicho compuesto.

17. Uso de un compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para la fabricacion de un medicamento
para producir un polipéptido que comprende las etapas de:

a) seleccionar una célula que es sustancialmente insensible a la exposicion a dicho compuesto;
b) introducir en la célula:
1) un constructo de ADN que comprende:

i) un gen ex6geno que codifica para el polipéptido; y
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i) un elemento de respuesta;
en el que el gen esta bajo el control del elemento de respuesta; y
5  2) un complejo de receptor de ecdisona que comprende:
i) un dominio de unién a ADN;
o i) un dominio de unién para dicho compuesto; y

iii) un dominio de transactivacion; y

c) exponer la célula a dicho compuesto.
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