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ES 2296 370 T3

DESCRIPCION

Ligandos para modular la expresién de genes exdgenos a través de un complejo de receptor de ecdisona.

La presente invencion se refiere al uso de ligandos no esteroideos para inducir o suprimir la expresiéon de un gen
exdgeno en células animales y vegetales.

En el campo de la ingenieria genética, el control temporal preciso de la expresion génica, esto es, la capacidad para
activar o suprimir un gen, es una herramienta valiosa para estudiar, manipular y controlar el desarrollo y otros procesos
fisioldgicos (véase, por ejemplo, Evans y No, solicitud internacional PCT WO 97/038117 y las referencias citadas all{).
En sistemas de mamiferos, las aplicaciones incluyen la selecciéon como dianas de genes inducibles, la sobreexpresion
de genes toxicos y teratogénicos, la expresién de ARN antisentido, y la terapia génica. En sistemas vegetales, las
aplicaciones incluyen el control de rasgos de las plantas, la fertilidad masculina o femenina; la sobreexpresion de
agentes protectores de la planta; y la produccion de, o la modificacién de, productos vegetales deseados, incluyendo
materiales tanto naturales como no naturales. Tanto para animales como para plantas, la capacidad de induccién
puede ser valiosa para la produccién fordnea de proteinas, por ejemplo proteinas terapéuticas, enzimas industriales,
polimeros, y similares.

Es importante que el agente usado para controlar la expresién génica, que a menudo se denomina como un “in-
terruptor génico”, sea aquel que estd normalmente ausente en el organismo en el que reside el gen a controlar. Esto
es para evitar la expresion o supresion inesperada del gen. Por ejemplo, se ha ideado y utilizado un sistema inducible
regulado por tetraciclina en ratones transgénicos, con lo que se induce la actividad génica en ausencia del antibiético,
y se suprime en su presencia. Desafortunadamente, en este caso, la farmacocinética de la tetraciclina puede interferir
con su uso como un interruptor génico de “encendido-apagado” eficiente.

La solicitud de patente internacional n® WO 96/037609 describe un receptor de esteroide de insecto aislado de
Heliothis virescens (“HEcR”), que es capaz de actuar como un interruptor génico sensible tanto a inductores esteroi-
deos (por ejemplo, 20-hidroxiecdisona y muristerona A) como a ciertos inductores no esteroideos. Los inductores no
esteroideos tienen una clara ventaja con respecto a los esteroides, en éste y en muchos otros sistemas que son sensibles
tanto a inductores esteroideos como a inductores no esteroideos, por un niimero de razones, incluyendo, por ejemplo:
coste mds bajo de fabricacion, estabilidad metabdlica, ausencia de los insectos, plantas, o mamiferos, y aceptabilidad
medioambiental. La solicitud PCT describe la utilidad de dos dibenzoilhidrazinas, 1,2-dibenzoil-1-terc-butil-hidrazina
y tebufenocida (N-(4-etilbenzoil)-N’-(3,3’-dimetilbenzoil)-N’-terc-butil-hidrazina), como interruptores génicos para
el sistema de HECR, y sugiere que otras dibenzoilhidrazinas, tales como las descritas en la patente US n® 5.117.057,
pueden también funcionar como interruptores génicos en el sistema. Aunque esto puede ser cierto, la actividad de estas
dibenzoilhidrazinas es incierta. Especificamente, la patente n® 5.117.057 muestra una clase muy amplia de dibenzoil-
hidrazinas, muchas de las cuales parecen ser ineficaces como interruptores génicos. El documento WO 96/037609
indica que, cuando se ensayan 20 de tales dibenzoilhidrazinas, s6lo 7 mostraron alguna actividad.

La solicitud de patente internacional n® WO 96/027673 describe el uso de tebufenocida como ligando quimico para
el receptor de ecdisona de Drosophila melanogaster. Este receptor se usa para controlar la expresion génica en plantas
transgénicas, dando como resultado el control de diversos rasgos de importancia agronémica.

Desafortunadamente, incluso aunque los ligandos descritos en las referencias identificadas anteriormente mues-
tran actividad de induccién de gen informador en células aisladas, no se hizo ninguna consideracién para su uso en
organismos completos, tales como plantas y animales intactos.

Por lo tanto, existe la necesidad continua de desarrollar ligandos no esteroideos con una actividad aumentada o
consistente en comparacion con los ligandos conocidos, y que demuestre esa actividad en plantas y animales intactos.
Se ha descubierto un grupo limitado de derivados de dibenzoilhidrazina que no sélo muestran actividad de induccién
de gen informador en células aisladas, sino también tiene ventajas con respecto a las diacilhidrazinas conocidas,
1,2-dibenzoil-1-terc-butil-hidrazina y tebufenocida, cuando se usan en plantas y en animales intactos, debido a sus
propiedades de transporte y de distribucion mejoradas, a su estabilidad metabdlica, a su actividad residual, a su afinidad
por el receptor, y a su falta de efectos adversos.

En un aspecto de la presente invencién, se proporciona un método in vitro para modular la expresion de genes
exdgenos, que comprende poner en contacto un complejo de receptor de ecdisona, que comprende:

a) un dominio de unién a ADN;
b) un dominio de unién a ligando;
¢) un dominio de transactivacion; y

d) un ligando de la férmula:
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en la que:
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E es un alquilo (C4-C¢) que contiene un carbono terciario;

R! es H, Me, Et, i-Pr, F, u OMe;

R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, SOMe, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn
unidos R? y R® forma un etilendioxi, un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o
un anillo dihidropirilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico;

R? es H, Et, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R?> y R? forma un etilendioxi, un
anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno
adyacente a un carbono fenilico;

R*, R, y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMEe, u OEt;

con la condicién de que:

a)

b)

)

d)

e)

g)

h)

cuando R' es Me, y R? es OMe;
entonces R® es H; y la combinacién de R*, R%, y R% es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, o 3,5-di-F;
cuando R' es Me, y R? es OEt;

entonces R? es H, y la combinacién de R*, R, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F,
2.4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl;

cuando R! es Et, y R* es OMe u OEt;
entonces R® es H, y la combinacién de R*, R®, y R es:

i) 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl, 3-OMe, 2-CI-5-Me, 2-Cl, o 3-
Me; o

ii) R®es H, R* es Me, y R® es Et, F, CI, CH,OH, CN, OMe, u OEt;
cuando R! es i-Pr;
entonces R? es OMe, u OEt; R® es H; y la combinacién de R*, R%, y R® es 3,5-di-Me;
cuando R? es Et;
entonces R? es H, R! es F, y la combinacion de R*, R?, y R® es 3,5-di-Me;
cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo etilendioxi;
entonces R! es Me o Et, y la combinacién de R*, R%, y R® es 3,5-di-Me;

cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo dihidrofurilico o
dihidropirilico;

entonces R' es Et, y la combinacién de R*, R?, y R® es 3,5-di-Me; y

cuando R? es Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, o SOMe; entonces R' es Et, R? es H, la combinacién de R*,
R’, y R® es 3,5-di-Me;
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con un constructo de ADN, que comprende:
a) el gen ex6geno; y
b) un elemento de respuesta;
en el que:
a) el gen exdgeno estd bajo el control del elemento de respuesta; y
b) launién del dominio de unién a ADN al elemento de respuesta, en presencia del ligando, da como resultado

la activacién o la supresion del gen.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para modular la expresién de uno o mds genes
exdgenos en una planta, que comprende administrar a la planta una cantidad eficaz de un ligando de la férmula:

R‘
0 0 e
R’ N—N /'\/7115
\ .
E

en la que:
E es un alquilo (C4-C¢) que contiene un carbono terciario;
R! es H, Me, Et, i-Pr, F, u OMe;
R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, SOMEe, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn
unidos R? y R? forma un etilendioxi, un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o
un anillo dihidropirilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico;
R? es H, Et, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R?> y R? forma un etilendioxi, un
anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno
adyacente a un carbono fenilico;
R*, R, y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMEe, u OEt;
con la condicién de que:
a) cuando R' es Me, y R? es OMEe;
entonces R? es H; y la combinacién de R*, R, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, o 3,5-di-F;
b) cuando R' es Me, y R? es OFEt;

entonces R3 es H, y la combinacién de R*, R?, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F,
2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl;

¢) cuando R! es Et, y R? es OMe u OEt;
entonces R? es H, y la combinacién de R*, R%, y RS es:

i) 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl, 3-OMe, 2-CI-5-Me, 2-Cl, o 3-
Me; o

ii) R®es H, R* es Me, y R® es Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMEe, u OEt;
d) cuando R! es i-Pr;

entonces R? es OMe, u OEt; R? es H; y la combinacion de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;
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e) cuando R? es Et;
entonces R? es H, R! es F, y la combinacién de R*, R?, y R® es 3,5-di-Me;

f) cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo etilendioxi;
entonces R! es Et, y la combinacién de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;

g) cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo dihidrofurilico o
dihidropirilico;

entonces R! es Et, y la combinacion de R*, R, y R® es 3,5-di-Me; y
h) cuando R? es Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, o SOMe;
entonces R! es Et, R? es H, la combinacién de R*, R%, y R® es 3,5-di-Me;
en el que las células de la planta 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; y
en el que:
a) el gen exdgeno estd bajo el control del elemento de respuesta; y
b) launién del dominio de unién a ADN al elemento de respuesta, en presencia del ligando, da como resultado
la activacién o supresion del gen.
En un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un método para producir un polipéptido, que
comprende las etapas siguientes:

a) seleccionar una célula que es insensible a la exposicion a un ligando de la férmula:

R4
O (o]
H —/ :\/ R®
Y N—=N \ /
E '\R°

en la que:
E es un alquilo (C4-C¢) que contiene un carbono terciario;
R! es H, Me, Et, i-Pr, F, u OMe;

R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, SOMEe, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn
unidos R? y R® forma un etilendioxi, un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o
un anillo dihidropirilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico;
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R? es H, Et, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R?> y R? forma un etilendioxi, un
anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno
adyacente a un carbono fenilico;

R*, R, y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMEe, u OEt;

con la condicién de que:

a)

b)

)

d

e)

2

h)

cuando R! es Me, y R? es OMe;
entonces R® es H; y la combinacién de R*, R®, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, o 3,5-di-F;
cuando R! es Me, y R? es OEt;

entonces R? es H, y la combinacién de R*, R?, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F,
2.4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl;

cuando R! es Et, y R? es OMe u OEt;
entonces R? es H, y la combinacién de R*, R%, y RS es:

i) 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl, 3-OMe, 2-CI-5-Me, 2-Cl, o 3-
Me; o

ii) R®es H, R* es Me, y R® es Et, F, Cl, CH,OH, OMe, u OEt;
cuando R! es i-Pr;
entonces R? es OMe, u OEt; R? es H; y la combinacion de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;
cuando R? es Et;
entonces R? es H, R' es F, y la combinacién de R*, R?, y RS es 3,5-di-Me;
cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo etilendioxi;
entonces R! es Et, y la combinacién de R*, R%, y R® es 3,5-di-Me;

cuando R? y R3, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo dihidrofurilico o
dihidropirilico;

entonces R! es Et, y la combinacién de R*, R?, y R es 3,5-di-Me; y
cuando R? es Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, CL, OH, o SOMe;

entonces R! es Et, R? es H, la combinacién de R*, R’, y R® es 3,5-di-Me;

b) introducir en la célula:

)

un constructo de ADN, que comprende:
a) un gen exdgeno que codifica el polipéptido; y

b) 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:
a) un dominio de unién a ADN;
b) un dominio de unién para el ligando; y

¢) un dominio de transactivacion; y

c¢) exponer la célula al ligando de la etapa (a).
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En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para regular la expresién de genes endégenos
o heter6logos en una planta transgénica, que comprende poner en contacto un ligando de la férmula:

en la que:

Rd

— o 0 =i s
) Lo 1 /7 /\7R
\_/ T\,

E es un alquilo (C4-C¢) que contiene un carbono terciario;

R! es H, Me, Et, i-Pr, F, u OMe;

R? es H, Mg, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, SOMEe, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn
unidos R? y R® forma un etilendioxi, un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o
un anillo dihidropirilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico;

R? es H, Et, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R* y R* forma un etilendioxi, un
anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno
adyacente a un carbono fenilico;

R*, R, y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMEe, u OEt;

con la condicién de que:

a)

b)

)

)

e)

g)

cuando R' es Me, y R? es OMe;
entonces R® es H; y la combinacién de R*, R%, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, o 3,5-di-F;
cuando R! es Me, y R? es OEt;

entonces R? es H, y la combinacién de R*, R, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F,
2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl;

cuando R! es Et, y R* es OMe u OEt;
entonces R® es H, y la combinacién de R*, R®, y R es:

i) 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F, 2.4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl, 3-OMe, 2-CI-5-Me, 2-Cl, o 3-
Me; o

ii) R®es H, R* es Me, y R® es Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMEe, u OEt;
cuando R! es i-Pr;
entonces R? es OMe, u OEt; R® es H; y la combinacién de R*, R%, y R® es 3,5-di-Me;
cuando R? es Et;
entonces R? es H, R! es F, y la combinacion de R*, R?, y R® es 3,5-di-Me;
cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo etilendioxi;
entonces R! es Et, y la combinacion de R*, R?, y R® es 3,5-di-Me;

cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo dihidrofurilico o
dihidropirilico;

entonces R! es Et, y la combinacion de R*, R, y R® es 3,5-di-Me; y
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cuando R? es Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, o SOMe;

entonces R' es Et, R? es H, la combinacién de R*, R?, y R® es 3,5-di-Me; con un complejo de receptor de
ecdisona dentro de las células de la planta, en el que las células contienen ademds una secuencia de unién
a ADN para el complejo de receptor de ecdisona cuando se encuentra en combinacion con el ligando, y en
el que la formacién de un complejo del complejo de receptor de ecdisona con ligando y con la secuencia
de unién a ADN induce la expresion del gen.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona el uso de un ligando de la férmula (I):

en la que:

0 o) R’
. L “"/">,R’
\ 3/
E Y

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

R' es H, Me, Et, i-Pr, F, u OMe;

R? es H, Mg, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, SOME, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn
unidos R? y R* forma un etilendioxi, un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o
un anillo dihidropirilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico;

R? es H, Et, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R?> y R?® forma un etilendioxi, un
anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno
adyacente a un carbono fenilico;

R*, R, y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMe, u OEt;

con la condicién de que:

a)

b)

)

d

e)

cuando R! es Me, y R? es OMe;
entonces R® es H; y la combinacién de R*, R®, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, o 3,5-di-F;
cuando R! es Me, y R? es OEt;

entonces R? es H, y la combinacién de R*, R?, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F,
2.4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl;

cuando R! es Et, y R? es OMe u OEt;
entonces R es H, y la combinacién de R*, R, y R es;

i) 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl, 3-OMe, 2-CI-5-Me, 2-Cl, o 3-
Me; o

ii) R®es H, R* es Me, y R® es Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMEe, u OEt;
cuando R! es i-Pr;
entonces R? es OMe, u OEt; R? es H; y la combinacion de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;
cuando R es Et;
entonces R? es H, R' es F, y la combinacién de R*, R®, y RS es 3,5-di-Me;
cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo etilendioxi;

entonces R! es Et, y la combinacién de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;
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g) cuando R* y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo dihidrofurilico o
dihidropirilico;

entonces R' es Et, y la combinacién de R*, R?, y R® es 3,5-di-Me; y
h) cuando R? es Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, C1, OH, o SOMe;
entonces R! es Et, R® es H, la combinacién de R*, R%, y R® es 3,5-di-Me;
para modular in vitro la expresién de uno o mas genes endégenos en una célula animal, en el que la célula contiene:
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 exégeno; y
2) un elemento de respuesta; y
en la que:
a) el gen exdgeno estd bajo el control del elemento de respuesta; y
b) launién del dominio de unién a ADN al elemento de respuesta, en presencia del ligando, da como resultado

la activacién o supresion del gen.

En otro aspecto de la presente invencidn, se proporciona el uso de un ligando de la férmula (I):

R‘
0 0 /.
v AT
l \ ,\/R,
E
R? R!

en la que:
E es un alquilo (C4-C¢) que contiene un carbono terciario;
R' es H, Me, Et, i-Pr, F, u OMe;
R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, SOMe, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn
unidos R? y R? forma un etilendioxi, un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o
un anillo dihidropirilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico;
R® es H, Et, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R* y R*® forma un etilendioxi, un
anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno
adyacente a un carbono fenilico;
R*, R, y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMe, u OEt;
con la condicién de que:

a) cuando R' es Me, y R? es OMEe;

entonces R® es H; y la combinacién de R*, R%, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, o 3,5-di-F;
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b) cuando R' es Me, y R? es OFEt;

entonces R? es H, y la combinacién de R*, R?, y RS es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F,
2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl;

¢) cuando R! es Et, y R? es OMe u OEt;
entonces R? es H, y la combinacién de R*, R%, y RS es:

i) 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl, 3-OMe, 2-Cl-5-Me, 2-Cl, o 3-
Me; o

ii) R®es H, R* es Me, y R® es Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMe, u OEt;
d) cuando R! es i-Pr;
entonces R? es OMe, u OEt; R? es H; y la combinacion de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;
e) cuando R? es Et;
entonces R? es H, R! es F, y la combinacién de R*, R, y R es 3,5-di-Me;
f) cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo etilendioxi;
entonces R! es Et, y la combinacién de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;

g) cuando R? y R®, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo dihidrofurilico o
dihidropirilico;

entonces R! es Et, y la combinacién de R*, R®, y R es 3,5-di-Me; y
h) cuando R? es Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, o SOMEe;
entonces R! es Et, R® es H, la combinacién de R*, R®, y R® es 3,5-di-Me;

en la preparacién de un fairmaco para modular la expresion de uno o mds genes exdgenos en un animal, en el que
las células del animal 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 transactivacién; y
b) un constructo de ADN, que comprende:
1) el gen exégeno; y
2) un elemento de respuesta; y
en el que:
a) el gen exdgeno estd bajo el control del elemento de respuesta; y
b) launién del dominio de unién a ADN al elemento de respuesta, en presencia del ligando, da como resultado
la activacién o supresion del gen.
Se describe en la presente memoria una mejora en un método para modular la expresion de genes exdgenos, que
comprende poner en contacto un complejo de receptor de ecdisona, que comprende:
a) un dominio de unién a ADN;
b) un dominio de unién a ligando;
¢) un dominio de transactivacion; y
d) un ligando;
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con un constructo de ADN, que comprende:
a) el gen ex6geno; y
b) un elemento de respuesta;
en el que:
a) el gen exdgeno estd bajo el control del elemento de respuesta; y

b) launién del dominio de unién a ADN al elemento de respuesta, en presencia del ligando, da como resultado
la activacién o supresion del gen; comprendiendo la mejora:

seleccionar el ligando a partir de un compuesto de féormula I:

= ﬁgNuf/W
T\

I Re

en la que:

E es un (C,-C) que contiene un carbono terciario, o un cianoalquilo (C;-Cs4) que contiene un carbono terciario

R' es H, Me, Et, i-Pr, F, formilo, CF;, CHF,, CHCl,, CH,F, CH,Cl, CH,0OH, CH,0Me, CH,CN, CN, C=CH, 1-
propinilo, 2-propinilo, vinilo, OH, OMe, OEt, ciclopropilo, CF,CF;, CH=CHCN, alilo, azido, SCN, o SCHF,;
R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, formilo, CF;, CHF,, CHCl,, CH,F, CH,Cl, CH,0H, CH,0Me, CH,CN, CN, C=CH, 1-
propinilo, 2-propinilo, vinilo, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, O-n-Pr, OAc, NMe,, NEt,, SMe, SEt, SOCF;, OCF,CF,H,
COEt, ciclopropilo, CF,CF;, CH=CHCN, alilo, azido, OCF;, OCHF,, O-i-Pr, SCN, SCHF,, SOMe, NH-CN, o
junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R? y R? forma un etilendioxi, un anillo dihidrofurilico
con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno adyacente a un carbono
fenilico;

R? es H, Et, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R? y R® forma un etilendioxi, un
anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno
adyacente a un carbono fenilico;

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

con la condicién de que:
a) cuando R' es Me, y R? es OMEe;
entonces R® es H; y la combinacién de R*, R%, y RS es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, o 3,5-di-F;
b) cuando R' es Me, y R? es OFEt;

entonces R* es H, y la combinacién de R*, R, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F,
2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl;

¢) cuando R! es Et, y R? es OMe o OEt;
entonces R® es H, y la combinacién de R*, R?, y R es:

i) 3, 5-di-OMe-4-Me, 3, 5-di-Cl, 3, 5-di-F, 2,4- o 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl, 3-OMe, 2-Cl-5-Me, 2-Br-5-
Me, 2-Cl, 2-Br, 0 3-Me; o
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ii) R®es H, R* es Me, y R’ es Et, F, Cl, Br, formilo, CF;, CHF,, CHCl,, CH,F, CH,Cl, CH,OH, CN,
C=CH, 1-propinilo, 2-propinilo, vinilo, OMe, OEt, SMe, o SEt;

d) cuando R! es i-Pr;
entonces R? es OMe, o OEt; R? es H; y la combinacion de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;

e) cuando R? es Et;
entonces R? es H, R! es F o Cl, y la combinacién de R*, R’, y R® es 3,5-di-Me;

f) cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo etilendioxi;
entonces R! es Me o Et, y la combinacién de R*, R, y R® es 3, 5-di-Me;

g) cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo dihidrofurilico o
dihidropirilico;

entonces R! es Et, y la combinacion de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;

h) cuando R' es formilo, CF;, CHF,, CHCl,, CH,F, CH,Cl, CH,0H, CH,OMe, CH,CN, CN, C=CH, 1-
propinilo, 2-propinilo, vinilo, OH, ciclopropilo, CF,CF;, CH=CHCN, alilo, azido, SCN, o SCHF2;

entonces R? es OMe o OEt, R? es H, y la combinacién de R*, R, y R® es 3,5-di-Me; e
i) cuando R? es Me, Et, n-Pr, i-Pr, formilo, CF;, CHF,, CHCl,, CH,F, CH,Cl, CH,0H, CH,0OMe,
CH,CN, CN, C=CH, 1-propinilo, 2-propinilo, vinilo, Ac, F, Cl, OH, O-n-Pr, OAc, NMe,, NEt,, SMe,
SEt, SOCF;, OCF,CF,H, COEt, ciclopropilo, CF,CF;, CH=CHCN, alilo, azido, OCF;, OCHF,, O-i-
Pr, SCN, SCHF,, SOMe, o NH-CN;
entonces R! es Et, R? es H, la combinacién de R*, R%, y R® es 3,5-di-Me.
Se menciona en la presente memoria un método para modular la expresién de genes exdgenos, que comprende
poner en contacto un complejo de receptor de ecdisona que comprende:
a) un dominio de unién a ADN;
b) un dominio de unién a ligando;
¢) un dominio de transactivacién; y
d) un ligando que consiste en un compuesto de férmula I:
con un constructo de ADN, que comprende:
a) el gen exdgeno; y
b) un elemento de respuesta;
en el que

a) el gen ex6geno estd bajo el control del elemento de respuesta; y

b) launién del dominio de unién a ADN al elemento de respuesta, en presencia del ligando, da como resultado
la activacion o la supresion del gen.

A fin de lograr un balance 6ptimo entre a) la unién al ligando y la actividad de interruptor génico resultante, y b) el
transporte, la sistemicidad, la toxicidad y la estabilidad metabdlica en plantas y en animales intactos, son importantes
la posicidén y el tamaifio de los grupos sustituyentes del compuesto de férmula 1. El balance 6ptimo de propiedades
parece que ocurre cuando E es t-butilo, R! es etilo, R? es etoxi, R* es hidrégeno, y la combinacién de R*, R3, y R®
es 3,5-dimetilo. La composicién de cada uno de estos grupos “R” puede variar considerablemente. Sin embargo, las
variaciones que conduzcan a cambios significativos en el tamafio, la forma y la polaridad global del compuesto de
férmula I tenderdn a reducir el balance 6ptimo y, en consecuencia, las propiedades mejoradas del compuesto. Por esta
razén, cuando se cambia la composicion de uno cualquiera de los grupos R particulares con respecto a la 6ptima, se
deben de limitar las variaciones en la composicién de los restantes grupos R.

Preferentemente, R es alquilo (C,-Cs). Mas preferentemente E es t-butilo.
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Preferentemente, R' es Me, Et, i-Pr, F, CF;, CHF,, CHCl,, CH,F, CH,Cl, CH,0OH, CH,0Me, CH,CN, CN, C=CH,
o CF,CF;. Mis preferentemente, R! es Me, Et, i-Pr, F, CF;, CHF,, CH,F, CH,0Me, CH,CN, C=CH, o CF,CF;.
Incluso més preferentemente, R' es Me, Et, i-Pr, o F. Mds preferentemente, R' es Me o Et.

Preferentemente, R? es Et, CF;, CHF,, CHCl,, CH,F, CH,Cl, CH,OH, CH,OMe, CH,CN, CN, OH, OMe, OEt,
O-n-Pr, CF,CF;, azido, OCF;, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R* y R* forma un
etilendioxi, un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el
oxigeno adyacente a un carbono fenilico. Mds preferentemente, R? es Et, CF;, CHF,, CHCl,, CH,F, CH,Cl, CH,OH,
CH,0Me, CH,CN, CN, OH, OMe, OEt, CF,CF;, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estan unidos R?
y R? forma un etilendioxi o un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico. Incluso mas
preferentemente, R? es OH, OMe, OEt, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R? y R® forma
un etilendioxi o un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico. Mds preferentemente, R? es
OMe o OEt.

Preferentemente, R? es H, Et, o junto con R* y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R*> y R* forma un
etilendioxi, un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el
oxigeno adyacente a un carbono fenilico. Més preferentemente, R? es H, Et o junto con R? y los carbonos fenilicos
a los que estdn unidos R? y R?® forma un etilendioxi, un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono
fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico. Incluso més preferentemente, R?
es junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R? y R3 forma un etilendioxi, un anillo dihidrofurilico
con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno adyacente a un carbono
fenilico.

Preferentemente, R*, R3, y R® son independientemente Me, F, Cl, CH,OH, o OMe. M4s preferentemente, R*, R>,
y RS son independientemente Me, F, Cl, CH,OH, o OMe. Incluso mds preferentemente, R*, R?, y R® son independien-
temente Me, F, o Cl. Aldn mds preferentemente, la combinacion de R*, R’ y R® es 3,5-di-Me, 3, 5-di-Cl, o 3, 5-di-F.
Mis preferentemente, la combinacién de R*, R®, y R® es 3,5-di-Me.

Los términos “Me”, “Et”, “n-Pr”, “i-Pr”, y “Ac” significan metilo, etilo, propilo normal, isopropilo, y acetilo,
respectivamente. Cuando se refiere a R*, R®, y R®, el término “2,4”, “2,5”, 3,57, y similares, se refiere a las posiciones
relativas sobre el anillo fenilico al que estan unidos los grupos.

El término “halo” significa fluoro, cloro, bromo, o yodo.

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

La expresion “gen exdgeno” significa un gen ajeno al sujeto, esto es, un gen que es introducido en el sujeto a través
de un proceso de transformacién, o una version no mutada de un gen mutado endégeno. El método de transformacién
no es critico, y puede ser cualquier método adecuado para el sujeto, conocido por los expertos en la materia. Por
ejemplo, las plantas transgénicas se obtienen mediante regeneracion a partir de células transformadas. En la biblio-
grafia se conocen numerosos procedimientos de transformacion, tales como la agroinfeccién usando Agrobacterium
tumefaciens o su plasmido T}, la electroporacién, la microinyeccion de células vegetales y protoplastos, y la transfor-
macién con microproyectiles. Se conocen técnicas complementarias para la transformacién de células animales y la
regeneracion de tales células transformadas en animales transgénicos. Los genes exdgenos pueden ser genes naturales
o sintéticos y genes terapéuticos, que se introducen en el sujeto en forma de ADN o ARN que puede funcionar a través
de un intermedio de ADN, tal como mediante transcriptasa inversa. Tales genes se pueden introducir en células diana,
introduciéndose directamente en el sujeto, o introduciéndose indirectamente en el sujeto mediante la transferencia de
células transformadas. La expresion “gen terapéutico” significa un gen que proporciona una funcién beneficiosa a la
célula hospedante en la que se expresa tal gen. Los genes terapéuticos no se encuentran de forma natural en las células
hospedantes.

La expresion “complejo de receptor de ecdisona” se refiere generalmente a un complejo proteinico heterodimérico,
que consiste en dos miembros de la familia de receptores de esteroides, las proteinas del receptor de ecdisona (“EcR”)
y las proteinas de tipo ultraespirdculos (“USP”) (véase Yao, T.P, et al. (1993) Nature 366, 476-479; Yao, T.-P., et
al., (1992) Cell 71, 63-72). El complejo del receptor de ecdiesteroide funcional también puede incluir una proteina o
proteinas adicionales, tales como inmunofilinas. Los miembros adicionales de la familia de proteinas de receptores de
esteroides, conocidos como factores transcripcionales (tales como DHR38, betaFTZ-1 u otros homdlogos de insectos),
también pueden ser compafieros dependientes o independientes de ligandos para EcR y/o USP. El complejo de receptor
de ecdisona también puede ser un heterodimero de proteina de receptor de ecdisona y el homélogo de proteina de tipo
ultraespirdculo de vertebrados, la proteina del receptor X del dcido 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 de ecdiesteroide se puede activar mediante un ligando activo de ecdiesteroide o mediante

un ligando no esteroideo, unido a una de las proteinas del complejo, incluyendo EcR, pero sin excluir otras proteinas
del complejo.
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El complejo de receptor de ecdisona incluye proteinas que son miembros de la superfamilia de receptores de
esteroides, en la que todos los miembros se caracterizan 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 por una regién
de bisagra. Algunos miembros de la familia también pueden tener otro dominio de transactivacioén sobre el lado
carboxi-terminal del LBD. El DBD se caracteriza por la presencia de dos dedos de cinc cisteinicos entre los cuales
estan dos motivos de aminodcidos, la caja P y la caja D, que confieren especificidad por los elementos de respuesta a
ecdisona. Estos dominios pueden ser naturales, modificados, o quimeras de dominios diferentes de proteinas receptoras
heterdlogas.

La expresion “elemento de respuesta” (“RE”) significa uno o mas elementos de ADN que actdan en cis, los cuales
confieren sensibilidad a un promotor a través de la interaccidon con los dominios de unién a ADN del complejo de
receptor de ecdisona. Este elemento de ADN puede tener una secuencia palindrémica (perfecta o imperfecta), o puede
estar compuesto de motivos de secuencias o semisitios separados por un niimero variable de nucleétidos. Los semisi-
tios pueden ser similares o idénticos, y pueden estar dispuestos como repeticiones directas o invertidas. El complejo
de receptor de ecdisona se une, en presencia o ausencia de un ligando, a la secuencia de ADN de un RE, para iniciar o
suprimir la transcripcién de un gen o genes en direccion 3’ bajo la regulacién de este elemento de respuesta. Los ejem-
plos de secuencias de ADN para RE del receptor natural de ecdisona incluyen: RRGG/TTCANTGAC/ACYY (véase
Cherbas L., et al., (1991), Genes Dev. 5, 120-131); AGGTCAN,)AGGTCA, en la que N, puede ser uno o mas nu-
cledtidos 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).

Las secuencias de ADN que forman el gen exdgeno, el elemento de respuesta y el complejo de receptor de ecdisona
se pueden incorporar en células procariotas tales como Escherichia coli, Bacillus subtilis, u otras enterobacterias. Sin
embargo, debido a que muchas de las proteinas expresadas por el gen se procesan incorrectamente en bacterias,
se prefieren las células eucariotas. Las secuencias nucleotidicas para el gen exdgeno, el elemento de respuesta y el
complejo de receptor también se pueden incorporar como moléculas de ARN, preferentemente en forma de ARN
viricos funcionales, tales como el virus del mosaico del tabaco. De las células eucariotas, se prefieren las células de
vertebrados, debido a que carecen de forma natural de las moléculas que confieren respuestas a los ligandos para el
receptor de ecdisona. Como resultado, son insensibles a los ligandos descritos en la presente memoria. De este modo,
los ligandos descritos en la presente memoria tendrdn efectos fisiolégicos insignificantes u otros efectos sobre células
transformadas, o sobre el organismo completo. Por lo tanto, las células pueden hacer crecer y expresar el producto
deseado, sustancialmente sin que se vean afectadas por la presencia del propio ligando.

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

Los ligandos descritos en la presente memoria, cuando se usan con el complejo de receptor de ecdisona que a su
vez estd unido al elemento de respuesta ligado a un gen exdgeno, proporcionan los medios para la regulacién temporal
externa de la expresion del gen exdgeno. El orden en el que se unen los diversos componentes entre si, esto es, ligando
a complejo de receptor, y complejo de receptor a elemento de respuesta, no es critico. Tipicamente, la modulacién de
la expresion del gen exdgeno se produce en respuesta a la unién del complejo de receptor de ecdisona a un elemento de
ADN de control, o regulador, especifico. La proteina del receptor de ecdisona, al igual que otros miembros de la familia
de receptores de esteroides, presenta al menos tres dominios, un dominio de transactivacién, un dominio de unién a
ADN, y un dominio de unién a ligando. Este receptor, al igual que un conjunto de la familia de receptores de esteroides,
también presenta regiones menos bien definidas, responsables de las propiedades de heterodimerizacién. La unién del
ligando al dominio de unién a ligando de la proteina del receptor de ecdisona, después de la heterodimerizacién
con USP o con la proteina 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 de este modo la expresion o supresion del
gen exdgeno. Este mecanismo no excluye la unién potencial a ligando a EcR o USP, ni la formacién resultante de
complejos homodiméricos activos (por ejemplo EcR + EcR o USP + USP). Preferentemente, se pueden variar uno
o més de los dominios del receptor, produciendo un interruptor génico quimérico. Tipicamente, uno o mas de los
tres dominios se pueden escoger a partir de una fuente diferente de la fuente de los otros dominios, de forma que el
receptor quimérico estd optimizado, en la célula hospedante u organismo escogido, para la actividad transactivante,
para la unién complementaria del ligando, y para el reconocimiento de un elemento de respuesta especifico. Ademas, el
propio elemento de respuesta se puede modificar o sustituir con elementos de respuesta para otros dominios proteinicos
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 E. coli (véase Brrent y Ptashne (1985), Cell, 43, 729-736), para acomodar complejos de receptor de
ecdisona quiméricos. Otra ventaja de los sistemas quiméricos es que permiten elegir un promotor usado para conducir
el gen exdgeno segin un resultado final deseado. Tal control doble puede ser particularmente importante en 4reas de
terapia génica, especialmente cuando se producen proteinas citotdxicas, debido a que se pueden controlar tanto el
tiempo de expresion asi como también las células en las que se produce la expresion. El término “promotor” significa
una secuencia nucleotidica especifica, reconocida por ARN polimerasa. La secuencia es el sitio en el que se puede
iniciar especificamente la transcripcion bajo las condiciones apropiadas. Cuando se introducen genes exdgenos, ligados
operativamente a un promotor adecuado, en las células del sujeto, la expresion de los genes exdgenos estd controlada
por la presencia del ligando descrito en la presente memoria. Los promotores pueden estar regulados constitutiva o
induciblemente, o pueden ser especificos de tejidos (esto es, se expresan sélo en un tipo particular de células), o pueden
ser especificos para ciertas etapas de desarrollo del organismo.
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Otro aspecto descrito en la presente memoria es un método para modular la expresién de uno o mas genes exégenos
en un organismo, que comprende administrar al organismo una cantidad eficaz, esto es, la cantidad requerida para
provocar la expresion o supresion génica deseada, de un ligando que comprende un compuesto de férmula I, y en el
que las células del organismo 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 exégeno; y
2) un elemento de respuesta; y
en el que:

a) el gen exdgeno estd bajo el control del elemento de respuesta; y

b) launién del dominio de unién a ADN al elemento de respuesta, en presencia del ligando, da como resultado
la activacién o supresion del gen.

Un aspecto relacionado descrito en la presente memoria es un método para regular la expresién de un gen endégeno
o heterélogo en un organismo transgénico, que comprende poner en contacto un ligando que comprende un compuesto
de férmula I con un receptor de ecdisona dentro de las células del organismo, en el que las células contienen una
secuencia de unién a ADN para el receptor de ecdisona, y en el que la formacién de un complejo de receptor de
ecdisona con ligando y con la secuencia de unién a ADN induce la expresion del gen.

Un cuarto aspecto descrito en la presente memoria es un método para producir un polipéptido, que comprende las
etapas siguientes:

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

b) introducir en la célula:
1) un constructo de ADN que comprende:
a) un gen exdgeno que codifica el polipéptido; y
b) un elemento de respuesta;
en el que el gen estd bajo el control del elemento de respuesta; y
2) un complejo de receptor de ecdisona que comprende:
a) un dominio de unién a ADN;
b) un dominio de unién para el ligando; y
¢) un dominio de transactivacién; y
c) exponer la célula al ligando.

Asi como la ventaja de controlar temporalmente la produccién de polipéptidos por la célula, este aspecto propor-
ciona una ventaja adicional, en aquellos casos cuando la acumulacién de tal péptido puede dafiar la célula, por cuanto
la expresion del polipéptido puede estar limitada a periodos cortos. Tal control es particularmente importante cuando
el gen exdgeno es un gen terapéutico. Los genes terapéuticos pueden ser requeridos para producir polipéptidos que
controlan funciones necesarias, tales como la produccién de insulina en pacientes diabéticos. También se pueden usar
para producir proteinas dafiinas o incluso letales, tales como aquellas letales para las células cancerigenas. Tal control

también puede ser importante cuando los niveles de proteina producidos pueden constituir una pérdida metabdlica en
el crecimiento o reproduccion, tal como en plantas transgénicas.
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En la técnica se conocen bien numerosas secuencias de dcidos nucleicos gendmicas y de ADNc que codifican una
variedad de polipéptidos. El material genético exdgeno ttil con los ligandos descritos en la presente memoria incluye
genes que codifican proteinas de interés biolégicamente activas, tales como, por ejemplo, proteinas secretoras que
se pueden liberar a partir de una célula; enzimas que pueden metabolizar un sustrato de una sustancia toxica a una
sustancia no téxica, o de una sustancia inactiva a una sustancia activa; proteinas reguladoras; receptores de la superficie
celular; y similares. Los genes ttiles también incluyen genes que codifican factores de coagulacién de la sangre,
hormonas tales como insulina, hormona paratiroidea, factor de liberacion de hormona luteinizante, inhibinas alfa y
beta seminales, y hormona del crecimiento humano; genes que codifican proteinas tales como enzimas, cuya ausencia
conduce a la aparicién de un estado anormal; genes que codifican citoquinas o linfoquinas tales como interferones, el
factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos, el factor 1 estimulante de colonias, el factor de necrosis
tumoral, y eritropoyetina; genes que codifican sustancias inhibidoras tales como alfa-antitripsina; genes que codifican
sustancias que funcionan como farmacos, tales como las toxinas de la difteria y del célera; y similares. Los genes ttiles
también incluyen aquellos ttiles para terapias contra el cdncer, y para tratar trastornos genéticos. Los expertos en la
materia tienen acceso a informacién de secuencias de 4cidos nucleicos para virtualmente todos los genes conocidos,
y pueden obtener la molécula de dcido nucleico directamente de un depdsito publico, de la institucién que publicé la
secuencia, o puede utilizar métodos normales para preparar la molécula.

Para uso en terapia génica, los ligandos descritos en la presente memoria pueden ser portados en vehiculos far-
macéuticamente aceptables, tales como, por ejemplo, disoluciones, suspensiones, comprimidos, cdpsulas, ungiientos,
elixires y composiciones inyectables. Las preparaciones farmacéuticas pueden contener de 0,01% a 99% en peso del
ligando. Las preparaciones pueden estar en formas de una sola dosis o de multiples dosis. La cantidad de ligando en
cualquier preparacion farmacéutica particular dependera de la dosis eficaz, esto es, la dosis requerida para provocar la
expresion o supresion génica deseada.

Las rutas adecuadas para administrar las preparaciones farmacéuticas incluyen la oral, rectal, tépica (incluyendo la
dérmica, bucal y sublingual), la vaginal, la parenteral (incluyendo la subcutdnea, intramuscular, intravenosa, intradér-
mica, intratecal y epidural), y mediante tubo nasogdastrico. Los expertos en la materia entenderdn que la ruta preferida
de administracién dependerd de la afeccion tratada, y puede variar con factores tales como el estado del receptor.

Los ligandos descritos en la presente memoria también se pueden administrar conjuntamente con otros compuestos
farmacéuticamente activos. Los expertos en la materia entenderdn que los compuestos farmacéuticamente activos a
usar en combinacién con los ligandos descritos en la presente memoria se seleccionardn a fin de evitar efectos adversos
sobre el receptor, o interacciones indeseables entre los compuestos. Los ejemplos de otros compuestos farmacéutica-
mente activos que se pueden usar en combinacidn con los ligandos incluyen, por ejemplo, agentes quimioterapéuticos
contra el SIDA, derivados de aminodcidos, analgésicos, anestésicos, productos anorrectales, antidcidos y antiflatu-
lentos, antibidticos, anticoagulantes, antidotos, agentes antifibrinoliticos, antihistaminas, agentes antiinflamatorios,
antineoplasicos, antiparasitarios, antiprotozoicos, antipiréticos, antisépticos, antiespasmodicos, y anticolinérgicos, an-
tiviricos, supresores del apetito, medicaciones contra la artritis, modificadores de la respuesta bioldgica, reguladores
del metabolismo 6seo, agentes para la evacuacion del intestino, agentes cardiovasculares, estimulantes del sistema
nervioso central, potenciadores metabdlicos cerebrales, cerumenoliticos, inhibidores de colinesterasa, preparaciones
contra el resfriado y la tos, factores estimulantes de colonias, anticonceptivos, agentes citoprotectores, preparacio-
nes dentales, desodorantes, productos dermatolégicos, agentes destoxificantes, agentes contra la diabetes, agentes de
diagnéstico, medicaciones contra la diarrea, agonistas del receptor de dopamina, electrolitos, enzimas y digestivos,
preparaciones de ergot, agentes de fertilidad, suplementos de fibra, agentes antiftingicos, inhibidores de galactorrea,
inhibidores de la secrecidn de dcido géstrico, agentes procinéticos gastrointestinales, inhibidores de gonadotropina, es-
timulantes del crecimiento del cabello, hematinicos, agentes hemorreoldgicos, hemostasicos, antagonistas del receptor
H, de la histamina, hormonas, agentes hiperglucémicos, hipolipidémicos, inmunosupresores, laxantes, leprostéticos,
auxiliares de la leucaféresis, tensioactivos pulmonares, preparaciones contra la migrafia, mucoliticos, antagonistas
relajantes del musculo, relajantes musculares, antagonistas narcéticos, pulverizaciones nasales, medicaciones contra
las nduseas, andlogos nucleosidicos, suplementos nutricionales, preparaciones contra la osteoporosis, oxitécicos, pa-
rasimpatoliticos, parasimpatomiméticos, farmacos contra el parkinsonismo, auxiliares de la penicilina, fosfolipidos,
inhibidores de plaquetas, agentes de porfiria, andlogos de prostaglandinas, prostaglandinas, inhibidores de la bomba
de protones, medicaciones contra el prurito, psicotrépicos, quinolonas, estimulantes de la respiracion, estimulantes
salivares, sustitutos salinos, agentes esclerosantes, preparaciones contra heridas de la piel, auxiliares para dejar el ta-
baquismo, sulfonamidas, simpatoliticos, tromboliticos, agentes contra el sindrome de Tourette, preparaciones contra
el temblor, preparaciones contra la tuberculosis, agentes uricosuricos, agentes para el aparato urinario, agentes que
contraen el ttero, relajantes uterinos, preparaciones vaginales, agentes contra el vértigo, andlogos de la vitamina D,
vitaminas, y medios de contraste para formacién de imigenes médicas. En algunos casos, los ligandos pueden ser
utiles como un auxiliar para la terapia farmacéutica, por ejemplo para “apagar” un gen que produce una enzima que
metaboliza un farmaco particular.

Para aplicaciones en agricultura, ademds de las aplicaciones descritas anteriormente, los ligandos descritos en la
presente memoria también se pueden usar para controlar la expresion de proteinas plaguicidas, tales como la toxina
de Bacillus thuringiensis (Bt). Tal expresion puede ser especifica de tejidos o de la planta. Ademads, particularmente
cuando también se necesita el control de plagas de las plantas, se puede combinar uno o mds plaguicidas con los
ligandos descritos en la presente memoria, proporcionando de ese modo ventajas y eficacia adicionales, incluyendo
menores aplicaciones totales que si los plaguicidas se aplicasen separadamente. Cuando se utilizan mezclas de plagui-
cidas, las proporciones relativas de cada componente en la composicién dependera de la eficacia relativa y de la tasa
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de aplicacién deseada de cada plaguicida con respecto a las cosechas, plagas, y/o malas hierbas a tratar. Los expertos
en la materia reconocerdn que las mezclas de plaguicidas pueden proporcionar ventajas, tales como un espectro mas
amplio de actividad, que si se usase un solo plaguicida. Los ejemplos de plaguicidas que se pueden combinar en com-
posiciones con los ligandos descritos en la presente memoria incluyen fungicidas, herbicidas, insecticidas, miticidas y
biocidas.

Los ligandos descritos en la presente memoria se pueden aplicar al follaje de las plantas como pulverizaciones
acuosas mediante métodos utilizados normalmente, tales como pulverizaciones hidraulicas de gran capacidad con-
vencionales, pulverizaciones de baja capacidad, chorro de aire, y pulverizaciones aéreas. La dilucién y la tasa de
aplicacién dependera del tipo de equipo utilizado, del método y la frecuencia de aplicacién deseados, y de la tasa de
aplicacion del ligando. Puede ser deseable incluir adyuvantes adicionales en el tanque de pulverizacion. Tales adyu-
vantes incluyen tensioactivos, dispersantes, agentes expendedores, agentes de pegajosidad, 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, todas ellas publicadas anual-
mente por McCutcheon Division en MC Publishing Company (New Jersey). Los ligandos también se pueden mezclar
con fertilizantes o materiales fertilizantes, antes de su aplicacién. Los ligandos y el material fertilizante s6lido también
se pueden mezclar en un equipo de mezclamiento o de amasado, o se pueden incorporar con fertilizantes en formu-
laciones granulares. Se puede usar cualquier proporcién relativa de fertilizante que sea adecuada para las cosechas y
malas hierbas a tratar. Los ligandos descritos en la presente memoria comprenderan habitualmente de 5% hasta 50% de
la composicién fertilizante. Estas composiciones proporcionan materiales fertilizantes que promueven el crecimiento
rdpido de plantas deseadas, y al mismo tiempo controlan la expresién génica.

Los ligandos descritos en la presente memoria son compuestos conocidos, o se preparan facilmente por el experto
en la materia, adaptando los procedimientos descritos en las patentes US n°® 5.117.057, n°® 5.530.028, y n® 5.378.726.
Tipicamente se usa un proceso de dos etapas. En la primera etapa, se combina un cloruro de 4cido benzoico sustituido,
de férmula II, con una hidrazina sustituida de férmula III, para dar una monoacilhidrazina de férmula IV. La monoa-
cilhidrazina de férmula IV se combina, en una segunda etapa, con otro cloruro de 4cido benzoico de férmula V, dando
como resultado la formacién de un compuesto de férmula I.

0
R® Cl + H,N—NH —»
R2 Rl E
II I
0 R*
- | = 0” C—/-\ R
R® N—NH | cl ~ —_—
‘—Q E \\ t\/) 8
Rz Rl R
vV \Y%

Los siguientes ejemplos demuestran la actividad de los ligandos descritos en la presente memoria.

Se evaluaron los siguientes ligandos y ligandos comparativos:

0

e/ N 1 1 /=
.

le(CHg)s
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Ligando R1 R2 R3 3-R4 5-R5 4-r6
CE-1 H H Me Me Me
CE-2 H H H H H
CE-3
1 Et OMe H OMe H
2 Me -OCH,CH,0- Me Me
3 Me OMe H Me Me
4 Et OMe H F F
5 Et OMe H Me Me
6 Me OEt H Me Me
7 Et -OCH,CH,0- Me Me
8 Et -CH,CH,0- Me Me
9 Me OMe H Cl Cl
10 Et OMe H Ci Me
11 i-Pr OMe H Me Me
12 Et OFEt H Me Me
13 Et OMe H Cl Ci ]
14 Me OH H Me Me
15 Me OH H Me CH,0OH
17 F Et Et Me Me
18 Me OMe H OMe OMe Me
CE-1 = tebufenozida
CE-2 = 1,2-dibenzoil-1-terc-butil-hidrazina
CE-3 = muristerona A

Constructos génicos

pVgRXR (Invitrogen Corp., Carlsbad, California) es un plasmido de 8728 kb que expresa tanto VgEcR como RXR
para formar un receptor nuclear heterodimérico modificado (véase No, D., et al., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
93, 3346-3351). El receptor de ecdisona (VgEcR) deriva del receptor natural de ecdisona de Drosophila, y se modificd
para que contuviese el dominio de transactivaciéon VP16 (véase Cress, W. D., y Triezenberg, S.J. (1991), Science
251, 87-90; Sadowski, 1., et. al (1988) Nature 335, 563-564; Triezenberg, S. Jet al., (1988), Genes Dev 2, 718-729;
Triezenberg, S.J., et al., (1988), Genes Dev 2, 730-742). RXR es el homo6logo mamifero de USP (ultraespirdculo), el
compafiero natural del receptor de ecdisona de Drosophila (véase Yao, T.-P., et al., (1993), Nature 366, 476-479; Yao,
T.-P, et al., (1992), Cell 71, 63-72). La regién de la caja P del dominio de unién a ADN de VgEcR se modificé para
reconocer el elemento de respuesta de ecdisona hibrido, que consiste en un semisitio a partir del elemento de respuesta
de glucocorticoides (véase Umesono, K., y Evans, R. M. (1989), Cell 57, 1139.1146), y un semisitio procedente del
elemento natural de respuesta de ecdisona. Este elemento de respuesta hibrido reduce cualquier posible interaccién
con el receptor X de farsenoide, que se puede unir al elemento natural sensible a ecdisona (EcRE). El potenciador-
promotor de citomegalovirus conduce la expresion de VgEcR, y el promotor del virus del sarcoma de Rous conduce la
expresion de RXR. El vector pIND (Invitrogen Corp.) es un vector de 5024 pb basado en pcDNA3.1. Contiene cinco
E/GRE hibridos reconocidos por el receptor de ecdisona modificado expresado a partir de pVgRXR, y un promotor
de choque térmico minimo (véase Yao, T. P., et al., (1993), Nature, 366, 476-479). El pIND/lacZ (Invitrogen Corp.)
es un plasmido de 8170 pb que contiene el gen de SB-galactosidasa como enzima informadora. La cotransfeccion de
pIND/lacZ y pVgRXR, da como resultado la induccién de la expresién de S-galactosidasa al afiadir agonistas de
ecdisona tales como muristerona A. El pldsmido informador pIND/luc se construyé subclonando el gen de luciferasa
de luciérnaga a partir de pGL3 (Promega/E1741) como un fragmento de Nhe I-BamHI en pIND, también digerido con
Nhe I y BamHI.

Mantenimiento de estirpes celulares de mamiferos y transfeccion

Células CHO (ATCC # CCL-61) se mantuvieron en mezcla nutriente F-12 (medio de Ham) (Gibco/BRL, 11765-
054) enriquecido con suero fetal bovino al 10% (FBS, medio completo; Gibco/BRL, 16000-036). Estas células se
mantuvieron a 37°C en 5% de CO, en 95% de aire atmosférico.

Las células CHO se sembraron en placas de cultivo de tejidos, de 12 pocillos, a una concentracién de 0,5 X 10°
células por ml por pocillo. El lipido Pfx-8 (Invitrogen, T930-18) se usé para transfectar transitoriamente el sistema
de expresion inducible de ecdisona (nimero de catdlogo de Invitrogen K1000-01). El sistema de expresion inducible
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de ecdisona consiste en pVgRXR, que codifica las subunidades receptoras, y pIND/lacZ o pIND/luc, que contienen
el elemento de respuesta y un gen formador que codifica 8-galactosidasa o luciferasa, respectivamente. Veinticuatro
horas después de sembrar las células, la disolucién de lipido/ADN se preparé mediante 0,5 mg/ml de VgRXR, y
0,5 mg/ml de ADN de pIND/lacZ o pIND/luc, en agua estéril. Se diluyeron sesenta y seis ul de Pfx-8 en un tubo de
poliestireno estéril de 17 x 100 mm, que contiene 1,5 ml de medio Opti-MEM (Gibco/BRL, 31985). Se mezclaron seis
ul del ADN plasmidico con 1,5 ml de medio Opti-MEM, en otro tubo de poliestireno. Las disoluciones de ADN y de
lipido se combinaron para obtener 3 ml de una disolucién de transfeccién (suficiente para un conjunto de muestras por
triplicado). Las células se lavaron con disolucién tamponada con fosfato (PBS; Gibco/BRL, 14190-144), tres veces,
aspirando medio de las células. Se afiadié un ml de disolucién de transfeccion por pocillo. Las células se incubaron
durante cuatro horas, y el medio de transfeccion se sustituy6 por el mismo volumen de medio completo. Las células
se incubaron durante 20 horas adicionales.

Estirpe celular de mamifero transformada de forma estable

Las células CHO transformadas de forma estable con pVgRXR y pIND/LacZ(SPI) (Invitrogen Corp.) se mantu-
vieron en medio F-12 de Ham que contiene 10% de FBS, 2 mM de glutamina, 300 mg/ml de zeocina (Invitrogen
Corp.) y 300 mg/ml de higromicina B. Se puede inducir pIND(SPI), una alternativa al vector pIND, hasta niveles de
expresion absolutos cinco veces mayores que aquel de pIND, debido a la presencia de 3 elementos SPI que actiian en
cis. Correspondientemente, los niveles de expresion basales son mayores.

Tratamiento con ligandos

Se prepararon disoluciones madre (107 M) para muristerona A y los ligandos no esteroideos descritos en la pre-
sente memoria, en etanol y acetona respectivamente, y se almacenaron a -20°C. Veinticuatro horas después de la
transfeccion, se afiadié un compuesto de ensayo a una concentracion final de 10 uM (107 M) a cada pocillo de 1
ml de cultivo celular. Como control positivo, se usé muristerona A, a una concentraciéon de 10 uM. Como control
negativo, se afiadié acetona sola.

Ensayos de gen informador

La expresion del gen informador se evalué 24-48 horas después del tratamiento de células transfectadas transito-
riamente, o 24 horas después del tratamiento de la estirpe celular, transformada de forma estable, con los ligandos
de ensayo. La -galactosidasa se evalud tifiendo células fijas, o evaluando la actividad enzimatica en lisados celula-
res. La 3-galactosidasa cataliza la hidrélisis del 8-galactésido, X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-galactopiranésido),
produciendo un color azul con las células fijas (Invitrogen, K1465-01), que se puede visualizar en un microscopio.
Como alternativa, se usé tampén de lisis informador (RLB: Promega/E397A) para lisar las células para determinar la
deteccion de la actividad de B-galactosidasa usando un sustrato quimioluminiscente, Galacto-Star (Tropix/BM100S).
Las células dentro de cada placa de 12 pocillos se lisaron con 250 ul de RLB. Se evaluaron veinte ¢l de cada extracto
con 100 ul de sustrato.

Para la deteccion de la actividad de luciferasa, las células se lavaron dos veces con PBS, y se lisaron con 250
ul de RLB por pocillo. Después de 10 minutos, la placa se congelé a -80°C durante 10 minutos, y se volvieron a la
temperatura ambiente. Una muestra de 20 ul de lisado se mezcl6 con 100 ul de reactivo de ensayo de luciferasa (Pro-
mega, E1500). Tanto para el ensayo de 5-galactosidasa como de luciferasa, la luminiscencia se detect6 a temperatura
ambiente usando un luminémetro de placa de microtitulacion DYNEX MLX, equipado con un autoinyector para el
suministro del sustrato.

Preparacion de extracto de receptor de ecdisona citosolico a partir de células Kc de Drosophila

La estirpe celular Kc167 de dipteros, originalmente derivada de embriones de Drosophila (véase Echalier, G. y
Ohanessian, A. (1969) C. R. Acad. Sci., 268, 1771), se obtuvo Dr. Peter Cherbas (Indiana University), y se mantuvo
como se describe (Cherbas, L., ef al., (1994), Methods in Cell Biology, 44,161-179). Se centrifugd un cultivo de 400
ml de células Kc (3 x 107 células por ml) a 700 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente, para formar peletes
celulares. El sobrenadante se aspird, y el pelete se resuspendi6 en 70 ml de tampén de TM frio (10 mM de Tris, 5 mM
de MgCl,, 1 mM de DTT, pH 7.2). Después de una incubacién de 10 minutos en hielo, las células se centrifugaron a
2.300 x g. El sobrenadante se desechd. El pelete celular se congeld a -20°C durante 1 hora. El pelete celular congelado
se descongeld lentamente en hielo, y se homogeneizé en un homogeneizador Potter-Elvehjem frio usando una mano de
mortero de teflén en un motor de homogeneizador Caframo, ajustado a 500 con 10 golpes ascendentes y descendentes a
4°C. Esta suspension se centrifugé a 100.000 x g en un rotor de cubo de balanceo durante 60 minutos. El sobrenadante,
que contiene el extracto de proteina citosdlica, se diluy6 con tampoén de T (10 mM de Tris, 1| mM de DTT, pH 7,2),
hasta una concentracién de proteina de 5 mg/ml. Este extracto se us6 inmediatamente para ensayos de unién a ligandos.
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Preparacion de receptor de ecdisona nuclear a partir de células de Plodia interpunctella

La estirpe celular IAL-PID2, derivada de discos imaginales del ala del lepidéptero Plodia interpunctella, se obtuvo
de H. Oberlander, y se mantuvo como se describe (Lynn, E. E. y Oberlander, H., (1983), J. Insect Physiology, 29, 591-
96). Se centrifugd un cultivo de 300 ml de fase estacionaria de células de P. interpunctella a 700 x g durante 10 min. a
temperatura ambiente, para peletizar las células. El sobrenadante se aspird, y el pelete celular se resuspendi6 en 35 ml
de TMT (tampén de TM con 0,1% de Triton X-100). La suspension se homogeneizé con veinte golpes ascendentes
y descendentes de un homogeneizador Dounce, en hielo. El homogenado se incub6 en hielo durante 10 minutos, y
después se centrifugd durante 15 minutos a 900 x g. El pelete se resuspendié en 15 ml de tamp6n de TM, y se centrifugd
a 2.300 x g. Este pelete se extrajo en tamp6n de TMK (tamp6n de TM con 800 mM de KCl), usando una varilla de
vidrio para machacar el pelete hasta que se form6 una suspension gelatinosa, y se incub6 en hielo durante 15 minutos.
El extracto se centrifugé a 100.000 x g en un rotor de cubo de balanceo, durante 60 minutos. El sobrenadante, que esta
constituido por el extracto nuclear, se desalé en una columna desaladora 10 DG (Bio-Rad, 732-2010), equilibrada con
tamp6n de T. La concentracién de proteina total en el extracto nuclear se ajusté a 5 mg por ml con tampén de T que
contiene 1 mM de DTT.

Preparacion de proteinas de fusion con glutation-S-transferasa bacteriana

También se usaron, en ensayos de desplazamiento de radioligandos, proteinas de fusién del EcR del gusano del
abeto (Choristoneura fumiferana) (CfEcR), que contiene s6lo los dominios de CDEEF, y de la proteina de tipo espira-
culo (CfUSP), con glutation-S-transferasa (GST) bacteriana. El ADNc que codifica los dominios de CDEF de CfEcR
se construyeron tras la amplificacion mediante PCR usando cebadores que contienen sitios de BamHI y EcoRI (Perera
SC, M Sundaram, Krell PJ, Retnakaran A, Dhadialla TS, SR Palli, 1999 Arch. Insect Biochem. Physiol. 41, en prensa).
El producto de la PCR se digirié con BamHI y con EcoRI, y se clon6 en el vector pPGEX-3X obtenido de Pharmacia
Biotech. La regién codificante de CfUSP se amplific6 usando cebadores que contienen BamHI y EcoRI, y se clond
en el vector pGEX-2T obtenido de Pharmacia Biotech. Se hicieron crecer E. coli transformadas con cada un de estos
dos vectores, y se indujeron para producir las proteinas de fusién como se detalla en el boletin técnico de GST de
Pharmacia Biotech.

Ensayo de union competitiva al receptor de ecdisona

Se mezcl6 *H-ponasterona A, un potente fitoecdiesteroide (66.000 dpm; actividad especifica 170 Ci/mmol; NEN
Life Science Products, Boston, Massachussetts) con 100 u1 de extractos de receptor de ecdisona citosélico de Kc o de
receptor de ecdisona nuclear de Plodia, en tubos de ensayo de vidrio de 0,8 x 50 mm, en ausencia o en presencia de
10 uM de 20-hidroxiecdisona (20E) no marcada, para obtener un estimado de la unién total o no especifica, respec-
tivamente, de la ponasterona A tritiada. Los tubos se sometieron a remolino y se incubaron toda la noche a 4°C para
los extractos citosélicos de Kc o 1,5 horas para los extractos nucleares de Plodia, para que las reacciones de unién
alcanzasen el equilibrio. Al final de los tiempos de uni6n de equilibrio, se separd la ponasterona A tritiada unida de la
no unida mediante adicién de 600 ul o 300 ul de disolucién de carbon revestido con dextrano enfriada en hielo (500
mg de carbén activado lavado con HCI de Sigma, 50 mg de dextrano T70 de Pharmacia, 50 ml de tampén de T) a los
extractos de Kc o de Plodia, respectivamente. Los tubos se sometieron a remolino durante poco tiempo, y se centrifu-
garon a 7.000 x g para peletizar el carbén. El sobrenadante, 600 ul o 300 ul para las reacciones de los extractos de Kc
o de Plodia, respectivamente, que contenia ponasterona A tritiada unida a proteinas, se aspir6 en viales de recuento
de liquidos por centelleo, que contienen 5 ml de céctel de centelleo (ReadySafe®, Beckmann). La mezcla se sometié
a remolino, y se midi6 la cantidad de radioactividad total o no unida especificamente, en un contador de centelleo de
liquidos Beckmann LS500, con una eficiencia de recuento del 60% para tritio.

Determinacion de los valores de Kd para inhibidores competitivos de *H-ponasterona A que se une a complejos de
receptor de ecdiesteroide en extractos celulares de Kc o de Plodia y proteinas de fusion bacterianas

Las concentraciones de competidores que inhibieron el 50% de la unién de ponasterona A tritiada (ICs) se deter-
minaron incubando extractos nucleares de Kc o de Plodia, o extractos de bacterias que producen proteinas de fusion de
CfEcR(CDEF)-GST y CfUSP-CST, con *H-ponasterona A (66.000 dpm por reaccién) en presencia de un intervalo de
concentraciones (0,1 nM hasta 10 uM) de compuestos de ensayo. En el caso de reacciones de unién que usan proteinas
de fusién bacterianas, se incluyeron, por reaccién de unién, 20 o uno ul de extracto de bacterias que producen proteinas
de fusién de CfEcR(CDEF)-GST o CfUSP-CST, respectivamente. Las condiciones del ensayo y la determinacion de
la unién total y no especifica fueron como se describié anteriormente. El volumen de competidor en disolvente, como
aquel para 20E o para disolvente solo, se mantuvo a 1% del volumen de reaccion total, usando una disolucién madre
concentrada 100 veces (es decir, una dilucién de 100 veces de disoluciones madre). El resto del ensayo fue como se
describi6 anteriormente. Cada reaccién se llevé a cabo por duplicado por concentracion por compuesto de ensayo. La
unién especifica de *H-ponasterona A se determiné restando la unién no especifica (la obtenida en presencia de 10
#M de 20E) de la unida radioactiva total (sin competidor) o competida. Los datos para cada compuesto de ensayo se
analizaron usando el programa de ordenador IGOR Pro (WaveMetrics, Lake Oswego, OR), para calcular los valores
de 1Cs. La constante de unién (Ky en uM) para los compuestos de ensayo se calculd incorporando la ecuacion de
Cheng-Prusoff (véase Munson PJ. y Rodbard D. (1980) Anal. Biochem. 107, 220-239) en el programa de ordenador
IGOR Pro.
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Las Tablas 1-3 resumen los datos obtenidos:

TABLA 1
Ligando log(1/EC50) de log(1/IC50) de | log(1/IC50) de CfECR bacteriano
Kc Plodia
CE-1 6,55 8,7 ~
CE-2 5,52 6,48 |
. CE-3 7,96
1 7,36 8,52
2 7,16 9,14
3 6,73 9,04 8,76
4 7,41 8,51
5 7,70 9,49
6 8,82
7 8,78
8 8,85
9 9,00
10 8,80
11 8,93
12 8,10 9,63
13 7,44 9,06
14 8,61
15 8,49
17 9,24
18 8,82
TABLA 2
Activacion del gen de luciferasa en células CHO transfectadas transitoriamente
Ligando 10 uM Actividad de Relacion de Kd para celulas de
luciferasa’ induccion? Kc (nM)
Ninguno 42
CE-1 89 2 110
CE-2 36 1 2000
CE-3 316 8 2,3
CE-4 418 10 0,7
1 275 7 39,5
2 204 5 60
3 324 8 124
4 251 6 47
5 313 8 13,3
12 305 7 53
13 226 5 65
CE-4 = ponasterona A
' En unidades de luz relativas (RLU) — Media de muestras duplicadas
? Relacion de RLU en presencia y ausencia del ligando
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TABLA 3
Activacion del gen de f3-galactosidasa en células CHO transformadas de forma
estable
Ligando 10 uM Actividad de - Relacion de Kd para células de
galactosidasa’ induccién? Kc (nM)
Ninguno 200
CE-1 323 2 192
CE-2 145 1 2000
CE-3 9830 49 2
CE-4 10386 52 0,7
1 1123 6 40
2 536 3 47
3 681 3 124
4 1963 10 26
5 11599 58 13
12 9830 49 5
13 6667 33 24
" En unidades de luz relativas (RLU) — Media de muestras triplicadas
® Relacién de RLU en presencia y ausencia del ligando

Estos datos indican que los ligandos descritos en la presente memoria son capaces de inducir la expresion génica a
concentraciones comparables a, o menores que, aquellas de los compuestos conocidos CE-1 y CE2.

Ademéds de las capacidades mejoradas de modulacion de la expresidon génica, se espera que los ligandos tengan
una mayor utilidad en plantas y animales intactos, debido a sus propiedades de transporte y metabdlicas superiores. El
siguiente ejemplo demuestra el transporte mejorado en plantas de un ligando descrito en la presente memoria (Ligando
3), en comparacion con un ligando conocido (CE-1) en plantas.

Movimiento translaminar

Se llevo a cabo un estudio para evaluar el movimiento translaminar de dos compuestos en hojas de algodén usando,
como sistema modelo, larvas de oruga de gardama neonatas, Spodoptera exigua.

Se evaluaron dos tratamientos: concentrados emulsionables de CE-1 y Ligando 3 (5% y 19%, respectivamente),
a una concentracién de 100 ug/ml para estimular concentraciones de tanque de pulverizacién. Estos tratamientos se
compararon entonces con plantas tratadas con un estdndar quimico que se sabe que tiene un excelente movimiento
translaminar (benzoato de emamectina, 0,16% EC [20 ug/ml], Merck & Co.), y con plantas no tratadas.

Se trataron plantas de algodén, Gossypium hirsutum L. cv. Stoneville, de cuatro semanas, con cada tratamiento,
pintando la superficie superior de una sola réplica de hoja/planta con un tratamiento correspondiente. Las plantas
se conservaron en un invernadero con entorno controlado, mantenido a 27°C hasta que se necesitaron. La eficacia
residual se evalu6 exponiendo el follaje tratado y no tratado a larvas de oruga de gardama neonatas, Spodoptera exigua
(Hiibner), en 3 fechas: 1, 7y 14 dias después del tratamiento (DAT). En cada fecha de muestra, la hoja/planta tratada
una sola vez se cort6 de cada una de cinco réplicas de plantas por tratamiento. Las hojas se aseguraron entonces a la
tapa superior de una cipsula de Petri pldstica (100 x 20 mm), y después se infestaron con 10 larvas en su primera etapa.
Las larvas de oruga de gardama de primera etapa se alimentan habitualmente sobre la superficie inferior de las hojas,
y generalmente no se alimentan mds alld hasta la superficie superior. De este modo, seria necesario un movimiento
translaminar de material para afectar a las larvas, puesto que los compuestos se aplicaron solamente a la parte superior
de la superficie de la hoja. La mortalidad de las larvas se registré 4 dias después de la infestaciéon. Ademds, se observé
cualquier larva viva en busca de sintomas caracteristicos de compuestos que aceleran la muda (formacién de una nueva
cuticula y/o una capsula de cabeza desprendida). Cada tratamiento se repiti6 cinco veces.

Los datos del porcentaje de mortalidad se transformaron al arcoseno de la raiz cuadrada, y después se realizaron
mediante ANOVA usando JMP (Ver. 3.2.1). Las medias se separaron mediante el ensayo de Tukey-Kramer (P = 0,05).

Los resultados mostraron que el Ligando 3 fue significativamente mds eficaz que CE-1 exterminando las larvas de
S. exigua del movimiento translaminar, y por lo tanto seria de esperar que tuviese una mayor sistemicidad en plantas.
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TABLA 4

Porcentaje de mortalidad

Conc. Dia Después Aplic.
Tratamiento (ng/mi) 1 7 14
CE-1, 5% EC 100 2,5 0.0 22,7
3, 19% EC 100 100,0 93,8 100,0
Benzoato de emamectina 20 100,0 100,0 100,0
0,16 EC + AG-98
Comprobacion no tratada 11,6 6,5 8,1

AG-98 = 0,12% del tensioactivo no iénico Latron AG-98 (Rohm and Haas Company)
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REIVINDICACIONES

1. Método in vitro para modular la expresion de genes exégenos, que comprende poner en contacto un complejo

de receptor de ecdisona que comprende:

a) un dominio de unién a ADN;
b) un dominio de unién a ligando;
¢) un dominio de transactivacién; y

d) un ligando de la férmula:

R4
*‘/=\ RS
3 H P
R N—N
| \ '\/)R°

en la que:

E es un alquilo (C4-Cs) que contiene un carbono terciario;
R! es H, Me, Et, i-Pr, F, u OMe;
R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, SOMe, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn
unidos R? y R? forma un etilendioxi, un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o
un anillo dihidropirilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico;
R® es H, Et, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estan unidos R*> y R* forma un etilendioxi, un
anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno
adyacente a un carbono fenilico;
R*, R, y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMEe, u OEt;
con la condicién de que:

a) cuando R' es Me, y R? es OMEe;

entonces R? es H; y la combinacién de R*, R®, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, o 3,5-di-F;
b) cuando R' es Me, y R? es OFEt;

entonces R? es H, y la combinacién de R*, R?, y RS es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F,
2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl;

¢) cuando R! es Et, y R? es OMe u OEt;
entonces R? es H, y la combinacién de R*, R3, y RS es:

i) 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl, 3-OMe, 2-Cl-5-Me, 2-Cl, o 3-
Me; o

ii) R®es H, R* es Me, y R® es Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMe, u OEt;
d) cuando R! es i-Pr;
entonces R? es OMe, u OEt; R? es H; y la combinacion de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;
e) cuando R? es Et;

entonces R? es H, R! es F, y la combinacién de R*, R, y R es 3,5-di-Me;
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f) cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo etilendioxi;
entonces R! es Me o Et, y la combinacién de R*, R’, y R® es 3,5-di-Me;

g) cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo dihidrofurilico o
dihidropirilico;

entonces R! es Et, y la combinacion de R*, R, y R® es 3,5-di-Me; y
h) cuando R? es Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, C1, OH, o SOMe;
entonces R! es Et, R? es H, la combinacién de R*, R®, y R® es 3,5-di-Me;
con un constructo de ADN, que comprende:
a) el gen ex6geno; y
b) un elemento de respuesta;
en el que:
a) el gen exdgeno estd bajo el control del elemento de respuesta; y

b) launién del dominio de unién a ADN al elemento de respuesta, en presencia del ligando, da como resultado
la activacién o la supresién del gen.

2. Método para modular la expresién de uno o mas genes exogenos en una planta, que comprende administrar a la
planta una cantidad eficaz de un ligando de la férmula:

R‘
i H i ""/"\/ R®
R’ N ——N \ /
E '\R6

en la que:
E es un alquilo (C4-C¢) que contiene un carbono terciario;
R! es H, Me, Et, i-Pr, F, u OMe;
R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, SOMe, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn
unidos R? y R? forma un etilendioxi, un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o
un anillo dihidropirilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico;
R? es H, Et, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R* y R* forma un etilendioxi, un
anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno
adyacente a un carbono fenilico;
R*, R, y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMEe, u OEt;
con la condicién de que:
a) cuando R' es Me, y R? es OMEe;
entonces R® es H; y la combinacién de R*, R%, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, o 3,5-di-F;
b) cuando R' es Me, y R? es OFEt;
entonces R? es H, y la combinacién de R*, R’, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F,
2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl;
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¢) cuando R! es Et, y R* es OMe u OEt;
entonces R? es H, y la combinacién de R*, R5, y RS es:

i) 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl, 3-OMe, 2-CI-5-Me, 2-Cl, o 3-
Me; o

ii) R®es H, R* es Me, y R® es Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMEe, u OEt;
d) cuando R! es i-Pr;
entonces R? es OMe, u OEt; R? es H; y la combinacion de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;
e) cuando R? es Et;
entonces R? es H, R' es F, y la combinacién de R*, R?, y RS es 3,5-di-Me;
f) cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estén unidos, forman un anillo etilendioxi;
entonces R! es Et, y la combinacién de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;

g) cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo dihidrofurilico o
dihidropirilico;

entonces R! es Et, y la combinacién de R*, R?, y R es 3,5-di-Me; y
h) cuando R? es Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, o SOMe;
entonces R! es Et, R? es H, la combinacién de R*, R’, y R® es 3,5-di-Me;
en el que las células de la planta 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; y
en el que:
a) el gen exdgeno estd bajo el control del elemento de respuesta; y

b) launién del dominio de unién a ADN al elemento de respuesta, en presencia del ligando, da como resultado
la activacién o supresion del gen.

3. Método para producir un polipéptido, que comprende las etapas siguientes:

a) seleccionar una célula que es insensible a la exposicion a un ligando de la férmula:

R®
O o) S— s
3 u /\/R
R N—=N \ /
g /\Rs
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E es un alquilo (C4-C¢) que contiene un carbono terciario;

R! es H, Me, Et, i-Pr, F, u OMe;

R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, SOMe, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn
unidos R? y R® forma un etilendioxi, un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o
un anillo dihidropirilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico;

R? es H, Et, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R* y R* forma un etilendioxi, un
anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno
adyacente a un carbono fenilico;

R*, R’, y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMEe, u OEt;

con la condicién de que:

a)

b)

)

d)

e

g)

h)

cuando R' es Me, y R? es OMe;
entonces R® es H; y la combinacién de R*, R%, y R% es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, o 3,5-di-F;
cuando R' es Me, y R? es OFEt;

entonces R? es H, y la combinacién de R*, R’, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F,
2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl;

cuando R! es Et, y R* es OMe u OEt;
entonces R® es H, y la combinacién de R*, R?, y R es:

i) 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl, 3-OMe, 2-Cl-5-Me, 2-Cl, o 3-
Me; o

ii) R®es H, R* es Me, y R’ es Et, F, Cl, CH,OH, OMe, u OEt;
cuando R! es i-Pr;
entonces R? es OMe, u OEt; R® es H; y la combinacién de R*, R®, y R® es 3,5-di-Me;
cuando R? es Et;
entonces R? es H, R! es F, y la combinacion de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;
cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo etilendioxi;
entonces R! es Et, y la combinacion de R*, R?, y R® es 3,5-di-Me;

cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo dihidrofurilico o
dihidropirilico;

entonces R! es Et, y la combinacion de R*, R, y R® es 3,5-di-Me; y
cuando R? es Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, o SOMe;

entonces R! es Et, R® es H, la combinacién de R*, R%, y R® es 3,5-di-Me;

b) introducir en la célula:

1)

un constructo de ADN, que comprende:
a) un gen exdgeno que codifica el polipéptido; y

b) un elemento de respuesta;
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2) un complejo de receptor de ecdisona, que comprende:
a) un dominio de unién a ADN;
b) un dominio de unién para el ligando; y
¢) un dominio de transactivacién; y

en el que el gen estd bajo el control del elemento de respuesta; y

¢) exponer la célula al ligando de la etapa (a).

4. Método para regular la expresién de genes endégenos o heterélogos en una planta transgénica, que comprende
poner en contacto un ligando de la férmula:

Rd
0 o)
=< 5
; a /\/R
R N~—N \ /
E '\R°

en la que:
E es un alquilo (C4-C¢) que contiene un carbono terciario;
R! es H, Me, Et, i-Pr, F, u OMe;
R? es H, Mg, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, SOMEe, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn
unidos R? y R? forma un etilendioxi, un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o
un anillo dihidropirilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico;
R? es H, Et, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R?> y R? forma un etilendioxi, un
anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno
adyacente a un carbono fenilico;
R*, R, y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMEe, u OEt;
con la condicién de que:
a) cuando R' es Me, y R? es OMEe;
entonces R? es H; y la combinacién de R*, R, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, o 3,5-di-F;
b) cuando R' es Me, y R? es OEt;

entonces R? es H, y la combinacién de R*, R?, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F,
2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl;

¢) cuando R! es Et, y R? es OMe u OEt;
entonces R? es H, y la combinacién de R*, R%, y RS es:

i) 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F, 2.4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl, 3-OMe, 2-CI-5-Me, 2-Cl, o 3-
Me; o

ii) R®es H, R* es Me, y R® es Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMe, u OEt;
d) cuando R! es i-Pr;

entonces R? es OMe, u OEt; R? es H; y la combinacion de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;
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e) cuando R? es Et;
entonces R? es H, R! es F, y la combinacién de R*, R?, y R® es 3,5-di-Me;

f) cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo etilendioxi;
entonces R! es Et, y la combinacién de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;

g) cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo dihidrofurilico o
dihidropirilico;

entonces R! es Et, y la combinacion de R*, R, y R® es 3,5-di-Me; y
h) cuando R? es Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, o SOMe;
entonces R! es Et, R? es H, la combinacién de R*, R%, y R® es 3,5-di-Me;
con un complejo de receptor de ecdisona dentro de las células de la planta, en el que las células contienen ademas
una secuencia de unién a ADN para el complejo de receptor de ecdisona cuando se encuentra en combinacidn con el

ligando, y en el que la formacién de un complejo del complejo de receptor de ecdisona con ligando y con la secuencia
de unién a ADN induce la expresion del gen.

5. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el ligando tiene la férmula especificada, y E es
t-butilo.

6. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el ligando tiene la férmula especificada, y R!
es Me, Et,i-Pro F.

7. Método segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el ligando tiene la férmula especificada, y R? es
OH, OMe, OEt, o junto con R?* y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R? y R* forma un anillo de etilendioxi
o de dihidrofurilo con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico.

8. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el ligando tiene la férmula especificada, y R?
es H, Et, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R* y R?® forma un anillo de etilendioxi o de
dihidrofurilo con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico

9. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el ligando tiene la formula especificada, y E es
t-butilo, R! es Et, R? es OEt, R? es H, y la combinacién R*, R?, y R es 3,5-di-Me.

10. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el complejo de receptor de ecdisona es un
complejo de receptor de ecdisona quimérico, y el constructo de ADN comprende ademds un promotor.

11. Uso de un ligando de la féormula (I):

en la que:
E es un alquilo (C4-C¢) que contiene un carbono terciario;
R! es H, Me, Et, i-Pr, FE, u OMe;

R? es H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, SOMe, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn
unidos R? y R? forma un etilendioxi, un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o
un anillo dihidropirilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico;

R? es H, Et, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estan unidos R* y R* forma un etilendioxi, un

anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno
adyacente a un carbono fenilico;
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R*, R’, y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMe, u OEt;
con la condicién de que:
a) cuando R! es Me, y R? es OMEe;
entonces R® es H; y la combinacién de R*, R®, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, o 3,5-di-F;
b) cuando R! es Me, y R? es OEt;

entonces R? es H, y la combinacién de R*, R?, y RS es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F,
2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl;

¢) cuando R! es Et, y R? es OMe u OEt;
entonces R® es H, y la combinacién de R*, R3, y R es:

i) 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl, 3-OMe, 2-CI-5-Me, 2-Cl, o 3-
Me; o

ii) R®es H, R* es Me, y R® es Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMEe, u OEt;
d) cuando R! es i-Pr;
entonces R? es OMe, u OEt; R® es H; y la combinacién de R*, R®, y R® es 3,5-di-Me;
e) cuando R® es Et;
entonces R? es H, R' es F, y la combinacién de R*, R%, y R es 3,5-di-Me;
f) cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo etilendioxi;
entonces R! es Et, y la combinacién de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;

g) cuando R? y R®, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo dihidrofurilico o
dihidropirilico;

entonces R! es Et, y la combinacién de R*, R®, y R es 3,5-di-Me; y
h) cuando R? es Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, o SOMe;
entonces R' es Et, R® es H, la combinacién de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;
para modular in vitro la expresion de uno o mas genes enddgenos en una célula animal, en el que la célula contiene:
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; y
en el que:
a) el gen ex6geno estd bajo el control del elemento de respuesta; y

b) launién del dominio de unién a ADN al elemento de respuesta, en presencia del ligando, da como resultado
la activacion o supresion del gen.

12. Uso segtin la reivindicacién 11, en el que el ligando tiene la férmula especificada, y E es t-butilo.
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13. Uso segin la reivindicacion 11 6 12, en el que el ligando tiene la férmula especificada y R! es Me, Et, i-Pro F.

14. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que el ligando tiene la férmula especificada, y R?
es OH, OMe, OEt, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R? y R? forma un anillo etilendioxi o
dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico.

15. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, en el que el ligando tiene la férmula especificada, y
R® es H, Et, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R*> y R?® forma un anillo etilendioxi o
dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico.

16. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, en el que el ligando tiene la férmula especificada, y E es
t-butilo, R! es Et, R? es OEt, R? es H, y la combinacién R*, R?, y R es 3,5-di-Me.

17. Uso de un ligando de la férmula (I):

R‘
i i —/"’\ R’
R’ H—N P
/
l \ 1\R5
E

en la que:
E es un alquilo (C,-Cy) que contiene un carbono terciario;
R' es H, Me, Et, i-Pr, F, u OMe;
R? es H, Mg, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, OMe, OEt, SOMEe, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn
unidos R* y R? forma un etilendioxi, un anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o
un anillo dihidropirilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico;
R? es H, Et, o junto con R? y los carbonos fenilicos a los que estdn unidos R? y R?® forma un etilendioxi, un
anillo dihidrofurilico con el oxigeno adyacente a un carbono fenilico, o un anillo dihidropirilico con el oxigeno
adyacente a un carbono fenilico;
R*, R’, y R® son independientemente H, Me, Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMe, u OEt;
con la condicién de que:
a) cuando R' es Me, y R? es OMEe;
entonces R® es H; y la combinacién de R*, R3, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, o 3,5-di-F;
b) cuando R' es Me, y R? es OEt;

entonces R? es H, y la combinacién de R*, R, y R® es 3,5-di-Me, 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F,
2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-ClI;

¢) cuando R! es Et, y R? es OMe u OEt;
entonces R® es H, y la combinacién de R*, R®, y RS es:

i) 3,5-di-OMe-4-Me, 3,5-di-Cl, 3,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-F, 2,4- 0 2,5-di-Cl, 3-OMe, 2-CI-5-Me, 2-Cl, o 3-
Me; o

ii) R®es H, R* es Me, y R® es Et, F, Cl, CH,OH, CN, OMEe, u OEt;
d) cuando R! es i-Pr;
entonces R? es OMe, u OEt; R? es H; y la combinacién de R*, R®, y R® es 3,5-di-Me;
e) cuando R? es Et;

entonces R? es H, R! es F, y la combinacién de R*, R, y R® es 3,5-di-Me;
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f) cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo etilendioxi;
entonces R! es Et, y la combinacién de R*, R?, y R® es 3,5-di-Me;

g) cuando R? y R?, junto con los carbonos fenilicos a los que estdn unidos, forman un anillo dihidrofurilico o
dihidropirilico;

entonces R! es Et, y la combinacién de R*, R®, y R es 3,5-di-Me; y
h) cuando R? es Me, Et, n-Pr, i-Pr, Ac, F, Cl, OH, o SOMe;
entonces R! es Et, R® es H, la combinacién de R*, R’, y R® es 3,5-di-Me;

en la preparacién de un farmaco para modular la expresién de uno o mds genes exdgenos en un animal, en el que
las células del animal 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 exégeno; y
2) un elemento de respuesta; y
en el que:
a) el gen exdgeno estd bajo el control del elemento de respuesta; y

b) launién del dominio de unién a ADN al elemento de respuesta, en presencia del ligando, da como resultado
la activacién o supresion del gen.
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