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DESCRIPCION

Procedimiento para la deteccién celular de alto rendimiento de interacciones entre receptores nucleares y ligandos.

La invencidn se refiere al campo de la biologia molecular. Trata en particular de procedimientos de ensayo que
sirven para detectar interacciones especificas entre un ligando y un receptor nuclear, y se dirige, entre otras cosas,
a descubrir nuevos ligandos funcionales para receptores nucleares, asi como a demostrar, dado el caso, una funcién
de unién a ligando caracteristica de receptores nucleares en polipéptidos o proteinas que se sospecha presentan tal
funcion. En este contexto, la invencidén también se refiere a proteinas de fusion, a dcidos nucleicos que codifican estas
proteinas de fusidn, a vectores que contienen estos acidos nucleicos, a células que contienen estas proteinas de fusion,
a kits que pueden usarse todos ellos para los procedimientos de ensayo de acuerdo con la invencién o en relacién con
éstos, asi como a ligandos para un segmento de unién de un receptor, a compuestos que son capaces de modificar la
actividad de unién de un segmento de unién a ligando de un receptor frente a un ligando y a polipéptidos o proteinas
que presentan una funcién de unién a ligando de un receptor, pudiéndose obtener y/o identificar todos ellos mediante
los procedimientos de acuerdo con la invencidn y, en particular, mediante los procedimientos de ensayo de acuerdo
con la invencién.

La familia de los receptores nucleares difiere de las demds familias de receptores (por ejemplo, la familia de
receptores con 7 dominios transmembrana o la familia de receptores tirosina quinasa) en que no posee un dominio
transmembrana ni ninguna otra sefial de localizacién o anclaje a la membrana. En ausencia de un ligando unido, se
encuentran en forma inactiva en el citoplasma y/o en el nicleo celular. Todos los miembros de esta familia de receptores
tienen en comin que cuando se une su ligando, sufren un cambio conformacional y pasan asi a una denominada forma
“activa” o de otro modo efectiva. A la familia de los receptores nucleares pertenecen, entre otros, los receptores
de esteroides (Evans, Science, 240:889-95, 1988), los receptores huérfanos (Bargmann, Cell, 90:585-587, 1997), el
receptor de la vitamina D, el receptor de tiroxina, el receptor de dioxina, los receptores de dcido retinoico y muchos
otros receptores (Kastner y col., Cell, 83:859-869, 1995). Los receptores nucleares desempefian un papel importante
en un gran nimero de procesos biolégicos muy diversos, como, por ejemplo, en el desarrollo de los organismos,
la diferenciacion celular, la division celular, la regulacién génica y, sobre todo, también en la carcinogénesis (Seed,
Nature Medicine, 4:1004-1005, 1998).

Muchas terapias médicas aprovechan la posibilidad de intervenir con la ayuda de determinados farmacos en proce-
sos que son regulados por receptores nucleares. Los fairmacos usados actiian de agonistas o antagonistas de un ligando
natural especifico de un determinado receptor nuclear.

Por este y otros motivos, es de gran interés poder detectar y estudiar las interacciones entre receptores y ligandos
a nivel molecular.

Existen ya varios procedimientos para la deteccidn de interacciones entre receptores nucleares y ligandos. Para la
deteccién de una interaccidon de este tipo la mayoria de estos procedimientos aprovechan el hecho de que el receptor
complejado con el ligando es capaz de unirse especificamente al ADN y de activar o inactivar un denominado gen
reportero en las células (patentes de Estados Unidos 4,981,784 y 5,643,720). El inconveniente de estos procedimientos
reside, entre otras cosas, en la deteccion, en parte costosa, de la actividad del gen reportero o en lo complicado que
resulta la manipulacién de las células de vertebrados usadas.

En otro planteamiento, la interaccidn receptor/ligando se detecta ex vivo, es decir, fuera de un sistema vivo, en el
que bien el receptor o bien el ligando se aplica sobre una matriz y se bafia en una solucién que contiene el ligando
o el receptor. También en este caso el coste para la obtencién y aplicacién de cada uno de los receptores o ligandos
sobre la superficie de la matriz correspondiente resulta sumamente elevado. Ademds surgen problemas a la hora de
extrapolar los resultados obtenidos a las condiciones presentes en la célula, pues las condiciones celulares pueden
divergir considerablemente de las condiciones ex vivo. Otro problema agravante reside sobre todo en la imposibilidad
de acceder a la informacién genética de las nuevas variantes de receptores detectadas en cribados o ensayos de alto
rendimiento.

El objetivo que se propone la invencién consiste en proporcionar ensayos alternativos adecuados para detectar in
vivo interacciones especificas entre un ligando y un receptor nuclear que ofrezcan, entre otras, las ventajas de poder
detectar las interacciones ligando/receptor con mayor rapidez de lo que es posible en el estado de la técnica y que
se puedan realizar también con células faciles de manipular, tales como células procariéticas o células de levadura.
Ademds, gracias la configuracion del ensayo, existe siempre la posibilidad directa de acceder a la informacién genética
en la que se basa una variante de receptor.

Otros objetivos de la invencién consisten en proporcionar proteinas de fusién, acidos nucleicos, vectores, células
y kits que puedan usarse todos ellos para los procedimientos de ensayo de acuerdo con la invencién o en relacién
con éstos, asf como ligandos para un segmento de unién de un receptor, compuestos que son capaces de modificar la
actividad de unién de un segmento de unién a ligando de un receptor frente a un ligando y polipéptidos o proteinas que
presentan una funcién de union a ligando de un receptor, que se puedan obtener y/o identificar todos ellos mediante
los procedimientos de acuerdo con la invencién y, en particular, mediante los procedimientos de ensayo de acuerdo
con la invencién.
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Los objetivos que se propone la invencion se logran mediante los procedimientos, en particular los procedimientos
de ensayo, las proteinas de fusion, los 4cidos nucleicos, los vectores, las células, los kits, los ligandos, los compuestos,
los polipéptidos y las proteinas definidos, entre otras cosas, en las reivindicaciones.

La presente invencidn se basa en los siguientes conocimientos:

1. La actividad de una proteina que es capaz de activar una ruta de sefializacién posterior a una proteina Ras
en una célula puede regularse por fusién con un receptor nuclear y/o con partes de éste en funcién de la
unién de un ligando al receptor o a la parte del receptor.

2. Para la activacion de diferentes rutas de transduccion de sefiales ras es necesaria la localizacién de determi-
nados componentes de las rutas de sefializaciéon en la membrana (Schlessinger, TIBS, 18:273-275, 1993).
Si estos componentes estdn fusionados con un receptor nuclear y/o con partes de éste como se ha descrito
en el punto 1., se puede crear en una célula, por asociacién adicional de otro dominio que media la locali-
zacion del producto de fusién en la membrana, un sistema en el que la actividad del componente que activa
la ruta de transduccién de sefiales ras puede desplegarse selectivamente en el punto de accidn, es decir,
en la membrana, s6lo en presencia o, alternativamente, s6lo en ausencia de un ligando para el receptor
nuclear.

3. En el estado de la técnica se conocen células en las que se puede inactivar, al menos en determinadas
condiciones, una ruta de transduccién de sefiales ras a nivel de la proteina Ras especifica de ésta o de un
factor de intercambio de nucledtidos de guanina especifico para la proteina Ras. Si en una célula de este
tipo se introduce la proteina de fusién indicada anteriormente en el punto 2., que presenta una actividad ras
que puede activar la ruta de transduccién de sefiales ras mencionada, se obtiene una célula en la que la ruta
de transduccién de sefiales ras propia de la célula, inactiva al menos en determinadas condiciones, puede
ser activada por la actividad del componente activo correspondiente de la proteina de fusién - aunque sélo
en presencia o, alternativamente, en ausencia de un ligando para el segmento del receptor nuclear.

De este modo se obtiene una célula en la que la o una determinada ruta de transduccién de sefiales ras sélo se
puede activar en funcién de la unién del ligando, es decir, una vez efectuada la unién del ligando o, alternativamente,
en ausencia de unién del ligando al segmento del receptor nuclear de la proteina de fusién antes indicada. Esta célula
permite establecer un procedimiento de ensayo in vivo que permite detectar, dado el caso indirectamente a través de los
efectos especificos demostrables en la célula tales como crecimiento celular, interacciones entre un receptor nuclear
y un ligando especifico de éste por deteccion de la activacion, dado el caso efectuada, de la ruta de transduccion de
sefiales ras especifica.

Para una mejor comprensién de la ensefianza de este documento cabe afadir que en el presente contexto deben
entenderse por el término “ligando” sélo aquellas parejas de unién para receptores y, en especial, para receptores
nucleares que, cuando se unen al segmento de unidn a ligando o de receptor de un receptor de este tipo, provocan un
cambio conformacional que capacita al tercer dominio o, alternativamente, le impide a éste desarrollar su actividad
de activacién de una ruta de sefializacién posterior a una proteina Ras en una célula. Cuando el ligando se disocia
del segmento de unién a ligando o de receptor, es decir, en ausencia de unién de ligando, en la variante mencionada
anteriormente en primer lugar el tercer dominio es, por consiguiente, incapaz de desarrollar su actividad de activacién
de una ruta de sefalizacién posterior a una proteina Ras en una célula. En la segunda variante, el tercer dominio
presenta Unicamente en este caso la capacidad de activar la ruta de sefializacién posterior a una proteina Ras en una
célula. Esto puede comprender en particular cambios conformacionales como los que se producen in vivo cuando se
une un ligando natural. En el caso de los receptores nucleares descritos ya con anterioridad, el cambio conformacional
causado por la unién del ligando provoca, como se ha mencionado, una activacién, probablemente, como lo hacen
suponer datos convincentes, por la disociacién causada por el cambio conformacional de un complejo multiproteico
que en ausencia de unién del ligando se encuentra firmemente asociado con el receptor.

No obstante, también se consideran casos en los que los cambios conformacionales no corresponden, o sélo lo
hacen parcialmente, a los cambios conformacionales producidos cuando se une un ligando presente in vivo en la
célula.

En el presente contexto, el significado de la expresidon “receptor nuclear” también debe abarcar adicionalmente,
por ejemplo, receptores viricos (incluidos los retroviricos) no asociados a la membrana que igualmente presentan las
propiedades de encontrarse en la forma inactiva en ausencia de ligando unido pero de sufrir un cambio conformacional
cuando se une su ligando y pasar de este modo a una denominada forma “activa”. En relacién con esta variante de
la invencidn resulta ademds esencial que cuando el dominio de unién a ligando de un receptor virico de este tipo se
integra en una proteina de fusién de acuerdo con la invencioén y en ausencia de unién de ligando, el tercer dominio
no pueda desarrollar, pese a su localizacién en la membrana, su actividad de activacién de una ruta de sefializacién
posterior a una proteina Ras en una célula; es decir que en esta variante, la actividad del tercer dominio, consistente en
activar una ruta de sefializacion posterior a una proteina Ras, requiere forzosamente la unién de un ligando al segmento
de unién a ligando procedente del receptor virico.

De forma alternativa se prevé también en el caso de los receptores viricos la posibilidad de que estos receptores
estén presentes en forma inactiva en ausencia de ligando unido pero sufran un cambio conformacional cuando se une
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su ligando y pasen de este modo a una denominada forma “activa”. En esta variante, y en el contexto de la invencion,
cuando se integra el dominio de unién a ligando de un receptor virico correspondiente en una proteina de fusion de
acuerdo con la invencién y cuando se une el ligando, el tercer dominio no puede desarrollar, pese a su localizacién en
la membrana, su actividad de activacion de una ruta de sefalizacidn posterior a una proteina Ras en una célula; esta
actividad requiere la disociacién del ligando, esto es, una forma de la proteina de fusién sin ligando unido.

En el marco de la invenciodn, y especialmente en el caso de los receptores viricos, también son imaginables, ademas
del mecanismo antes explicado para la “activacién” del tercer dominio en forma de un cambio conformacional que
conduce a la disociacién de un complejo multiproteico, otros mecanismos de activacién que, sin embargo, siempre
supondran un cambio conformacional dentro de la proteina de fusién provocado por la unién de ligando o, alternati-
vamente, por la disociacién de ligando.

Las expresiones “ruta de sefializacion ras” o “ruta de sefializacidn posterior a una proteina Ras”, usadas indis-
tintamente en la presente memoria, también abarcan las denominadas rutas de sefializacién similares a ras, que son
reguladas por diversos otros miembros de la familia Ras. Entre los miembros de la familia Ras se cuentan aquéllos
que, pese a proceder de diferentes organismos, pueden activar una misma ruta de transduccién de sefiales en una cé-
lula diana seleccionada. Un ejemplo de ello es la Ha-Ras humana (L61), que es capaz de activar también una ruta de
seflalizacion ras en Saccharomyces cerevisiae que actia sobre el ciclo celular y cuya activacion es esencial para la
proliferacion de las células de levadura. Otros miembros de la familia Ras sélo son capaces de activar una tnica ruta
de sefializacion especifica para ellos.

Una serie de miembros de la familia Ras, como la Ha-Ras (L61) antes mencionada, activa rutas de sefializacion
que actdan sobre el ciclo celular y cuya activacién a través de la activacién de factores de transcripcion especiales
es esencial para la proliferacion celular. Otras proteinas Ras de este tipo activan rutas de sefializacién que conducen
en cada caso especificamente a la activacién de uno de los multiples factores de transcripciéon que son especificos de
genes distintos de los del ciclo celular. En el presente contexto, todas las rutas de sefializacion ras tienen en comuin
que para su activacién requieren una proteina Ras activa presente en la membrana celular, precisando la proteina Ras
para su activacién dado el caso la presencia simultdnea de un factor de intercambio de nucledtidos de guanina en la
membrana celular.

Cuando en este documento se hace referencia a una inactivacién de una ruta de sefializacion ras o de una ruta de
sefializacion similar a ras, siempre se entiende por ella una inactivacion a nivel de la proteina Ras y/o de un factor de
intercambio de nucleétidos de guanina especifico de ella. En el presente contexto, la inactivacién mencionada de la ruta
de sefalizacion se produce en una célula preferentemente sélo en determinadas condiciones ambientales, tales como
temperatura, de modo que se puede inducir y volver a suprimir ajustando selectivamente las condiciones ambientales.

Una condicién previa esencial de los sistemas de ensayo de acuerdo con la invencién es, como se ha explica-
do, la expresion de una proteina de fusién con determinadas propiedades en un sistema celular adecuado. Como se
muestra también esquemadticamente en las figuras 1 y 3, esta proteina de fusion, que igualmente constituye una parte
de la invencién, comprende dominios o segmentos que confieren o, en el caso de la segunda funcién mencionada a
continuacidén, deben conferir a la proteina de fusidn las tres funciones siguientes:

1. Localizacién en la membrana, por ejemplo por medio de una sefial de localizacién en la membrana, un
dominio transmembrana y/o cualquier otra parte proteica que medie la localizacién en la membrana,

2. funcién de unién a ligando de un receptor nuclear, por ejemplo proporcionando la secuencia de un receptor
nuclear completo y/o partes de éste,

3. capacidad de activacion de una ruta de transduccion de sefiales ras o similar a ras.

Otra caracteristica esencial reside en que en ausencia de unién o, alternativamente, en caso de unién del ligando
al segundo dominio con funcién de unién a ligando, el tercer dominio no puede desarrollar su actividad de activacién
de una ruta de sefializacién posterior a una proteina Ras en una célula pese a su localizacién en la membrana celular.
En la variante mencionada anteriormente esta actividad requiere en primer lugar la presencia de un ligando unido al
segundo dominio, y en la variante mencionada en tltimo lugar, la disociacién del ligando unido al segundo dominio.

En base a los datos mencionados brevemente con anterioridad y explicados con mds detalle a continuacidn, proce-
dentes de diversos experimentos con receptores nucleares, se supone que, seglin una forma de realizacion preferida, en
ausencia de unién de ligando al segundo dominio, el tercer dominio con la funcién de activacién se puede complejar
mediante un complejo multiproteico asociado con la proteina de fusion de tal manera que este Ultimo no sea capaz
de desarrollar su actividad de activacién de una ruta de transduccion de sefiales ras o similar a ras en una célula. Un
mecanismo andlogo también es imaginable como una posibilidad en la otra variante, es decir, complejamiento y, con
ello, inactivacién del tercer dominio cuando se une el ligando, conduciendo en este caso la disociacién del ligando a
la disociacién del complejo multiproteico y confiriendo ésta al tercer dominio la capacidad de desarrollar su actividad
de activacidn de una ruta de sefializacion posterior a una proteina Ras.

En base a diversos experimentos realizados con receptores nucleares se supone que éstos estdn presentes en la
célula en forma de un complejo multiproteico inactivo sin ligando unido (Pratt, Endocr. Rev., 18:306-60, 1997) que
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puede constar de las denominadas proteinas de “choque térmico” (HSP) que se expresan en la célula. Se supone que
en un receptor nuclear presente en la naturaleza la asociacién del complejo multiproteico se produce en proximidad,
dado el caso en proximidad directa, del sitio de unién al ligando o, dado el caso, también en una zona solapante
con éste. Sin embargo, si mediante los ensayos de acuerdo con la invencién debe comprobarse la funcién de unién
a ligando de un segmento de unién a ligando mutado o generado artificialmente, puede ser dado el caso necesario
prever adicionalmente uno o varios segmentos de receptores nucleares de los cuales se sepa o se pueda demostrar que
median la unién del complejo multiproteico pero que ya no presentan la funcién de unién a ligando. En este caso
puede preverse el segundo dominio como secuencia quimérica de secuencias de aminodcidos de distintos origenes.
De forma alternativa, este segmento de secuencia adicional también puede preverse como cuarto dominio adicional en
una disposicion adecuada dentro de la proteina de fusion.

La posibilidad de prever adicionalmente otro segmento de secuencia de este tipo también puede considerarse en el
caso de segmentos de unién a ligando procedentes de receptores viricos, siempre que la unién del ligando al segmento
de unién a ligando pueda provocar un cambio conformacional tal que se disocie un complejo multiproteico (co)unido
previamente a través del segmento de secuencia adicional.

No obstante, el marco de la invencidén también incluye expresamente mecanismos alternativos para la activacién
del tercer dominio por un cambio conformacional producido como consecuencia de la unién de un ligando o, alterna-
tivamente, por ausencia de unién de ligando.

La funcién mencionada anteriormente en primer lugar hace que la proteina de fusién llegue a la membrana y,
por lo tanto, al lugar de accién de aquella parte de la proteina de fusién que es responsable de la tercera funcién.
El desempefio de la tercera funcién depende directamente de la funcién de unién a ligando, mencionada en segundo
lugar, de la proteina de fusion, a saber, de la presencia de un ligando que interactie con este dominio.

Como se ha mencionado, se supone que en ausencia de ligando los receptores nucleares estin presentes en la célula
en forma de complejos multiproteicos inactivos. Lo mismo debe ser vélido en una forma de realizacién preferida para
la proteina de fusién de acuerdo con la invencién que en su segundo dominio contiene la secuencia de un receptor
nuclear de este tipo o de segmentos de éste. El complejo multiproteico puede comprender en especial proteinas de
choque térmico (hsp) propias de la célula. En esta forma de realizacién, la unién del complejo multiproteico en el
contexto celular en ausencia de ligando también constituye una caracteristica esencial en una proteina de fusién de
acuerdo con la invencién con un segundo dominio que contiene un segmento de unién a ligando mutado o artificial,
por ejemplo configurado por modelado molecular, en el que tan s6lo se sospecha una funcién de unién a ligando.
Como se ha explicado, ha de preverse para ello dado el caso un segmento proteico adicional en la proteina de fusion,
por ejemplo de un receptor nuclear, que medie la unién del complejo multiproteico en ausencia de ligando. En ambos
casos, este complejo multiproteico inhibe la actividad del tercer dominio o, lo que es lo mismo, del componente
de transduccidn de sefiales ras o similar a ras. Sin embargo, cuando se une un ligando especifico al segmento de
receptor nuclear correspondiente, el complejo multiproteico se disocia del dominio de receptor como en el caso de
los receptores nucleares encontrados in vivo, y el componente de transduccion de sefiales ras o similar a ras se activa
(véanse la fig. 1 y la fig. 3).

En el contexto celular se activa ahora, por accién del componente activo de transduccién de sefiales, una ruta de
transduccion de sefiales ras o similar a ras. Si se usa una célula en la que en ausencia de la proteina de fusion esta ruta
de sefializacion ras o similar a ras no esta activada, al menos en determinadas condiciones, a causa de mutaciones, ésta
se puede detectar en la célula sélo a través de alteraciones fenotipicas, por ejemplo crecimiento o actividad génica o
del gen reportero, provocadas por la activacion mediada por la proteina de fusion.

En formas de realizacién preferidas de esta invencion el dominio de localizacién en la membrana comprende la
secuencia de aminodcidos de una sefial de farnesilacion, una sefial de miristilacion o una sefial de prenilacion o deriva
de ésta, por ejemplo, por sustitucion, modificacién, insercién o delecion de aminodcidos.

En la region del dominio de localizacion en la membrana o como segmento de secuencia adicional, dispuesto en
especial en posicién N-terminal, puede preverse asimismo una secuencia sefial que si bien no sirve en si para anclar
la proteina de fusién a la membrana, si aumenta la eficacia con la que la proteina de fusion es transportada hacia la
membrana celular tras su expresién. En consecuencia, la mayor concentracion resultante de proteina de fusién en la
proximidad directa de la membrana conduce, gracias al dominio de localizacién en la membrana, a una mayor tasa
de incorporacién de la proteina de fusién en la membrana celular. Tales secuencias sefial con preferencia se usan
de forma especialmente adaptada al tipo celular en el que se ha de expresar la proteina de fusidn, puesto que, por
ejemplo, las secuencias sefial eficaces en levaduras actiian s6lo con una eficacia reducida en las células de mamifero
y viceversa. Ejemplos de tales secuencias sefial son secuencias sefial de RPCR (receptores acoplados a proteina G)
propios de levaduras o de la invertasa (SUC2) propia de levaduras para el uso preferido en proteinas de fusién que han
de expresarse en células de levadura.

La secuencia de aminodcidos del segundo dominio con la funcién de unién a ligando de un receptor nuclear puede
comprender la secuencia de aminoacidos de un receptor nuclear presente en la naturaleza, como la de un receptor
de esteroides, un receptor huérfano, un receptor de vitaminas, por ejemplo el receptor de la vitamina D, un receptor
de tiroxina o un receptor de dcido retinoico, o derivar de éste, por ejemplo, por adicién, sustitucién, modificacion,
insercion o delecion de aminoédcidos. De forma alternativa, el segundo dominio puede comprender un segmento de
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receptor sintético no presente en la naturaleza, generado, por ejemplo, por modelado molecular, en el que en principio
dado el caso s6lo se sospecha una funcién de unién a ligando.

El tercer dominio es capaz de activar con preferencia las rutas de transduccidn de sefiales ras que actian sobre el
ciclo celular y cuya activacién es esencial para la proliferacion celular. De forma alternativa e igualmente preferida
actda sobre una de las rutas de sefializacidn ras que sirven para activar factores de transcripcioén para genes que no
tienen que ser esenciales para la proliferacion celular.

El tercer dominio puede presentar la actividad de una proteina Ras activa o, en particular, activa de forma cons-
titutiva. Las proteinas Ras activas de forma constitutiva muestran actividad independientemente de la presencia de
moléculas de factor de intercambio de nucleétidos de guanina, que son requeridas por diversas otras proteinas Ras
para su actividad. Con este fin, el tercer dominio puede comprender, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de una
proteina Ras activa o activa de forma constitutiva presente en la naturaleza, por ejemplo de la Ha-Ras humana (L61),
o de partes de ella. Igualmente puede comprender secuencias de aminodcidos que derivan de este tipo de secuencias,
por ejemplo por adicidn, sustituciéon, modificacidn, insercion o delecién de aminodcidos.

De forma alternativa, el tercer dominio puede presentar la actividad de un factor de intercambio de nucleétidos
de guanina funcional. En este aspecto, la secuencia de aminodcidos del tercer dominio también puede comprender,
por ejemplo, secuencias de factores de intercambio de nucleétidos de guanina presentes en la naturaleza o secuencias
parciales de éstos, o puede derivar de éstas, por ejemplo, por adicién, sustitucion, modificacion, insercién o delecién
de aminoacidos. En una forma de realizacién preferida, la secuencia de aminoécidos del tercer dominio deriva de la
secuencia de aminoécidos de la proteina CDC25 de Saccharomyces cerevisiae, de una proteina SOS de un mamifero
o de una proteina similar a SOS derivada de un organismo cualquiera.

En una forma de realizacién preferida de esta invencidn, que se ilustra esquematicamente en las figuras 1 y 3,
los dominios individuales estdn dispuestos en la proteina de fusién desde el extremo N-terminal hacia el extremo C-
terminal en la secuencia primer dominio (dominio de localizacién en la membrana), segundo dominio (dominio con
funcién de unién a ligando), tercer dominio (componente de transduccién de sefales ras o similar a ras). No obstante,
la disposicién de los dominios individuales también puede ser otra. A modo de ejemplo se indica aqui una secuencia
que va desde el extremo N-terminal en direccion al extremo C-terminal en el orden tercer dominio, segundo dominio,
primer dominio.

La proteina de fusién de acuerdo con la invencién también puede comprender, dado el caso, dominios o seg-
mentos proteicos adicionales con o sin funcidn, siempre que las funciones antes descritas permanezcan inalteradas o
esencialmente inalteradas.

La invencién comprende asimismo moléculas de ADN que codifican las proteinas de fusién de acuerdo con la
invencién, asi como vectores, en especial plasmidos, césmidos, genomas de virus o de fagos, que comprenden al
menos una de estas moléculas de ADN. Estos vectores especiales de acuerdo con la invencién son adecuados para la
transformacion o transfeccién de células huésped o para la expresion de al menos una proteina de fusién de acuerdo
con la invencién. Para este dltimo propdsito, la molécula de ADN de acuerdo con la invencién se encuentra en el
vector bajo el control de un promotor que es funcional en una célula huésped y que permite y regula la expresion.

La preparacién de las proteinas de fusion, las moléculas de ADN y los vectores de acuerdo con la invencién puede
llevarse a cabo segiin protocolos conocidos en el estado de la técnica (véanse, por ejemplo, Sambrook, J., Fritsch,
E.F., Maniatis, T. (1989), Molecular Cloning. A Laboratory Handbook, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York;
Current Protocols in Molecular Biology (1991)). Aunque las proteinas de fusién se pueden preparar en principio de
forma completamente sintética a partir de derivados de aminodcidos individuales, para lo cual se dispone de diversos
procedimientos en el estado de la técnica, habitualmente se producen por expresion de los genes correspondientes en
células. En este caso el gen para la proteina de fusién puede estar presente de forma extracromosémica o integrado
en el genoma de la célula huésped. La clonacién de los genes para las proteinas de fusion a partir de segmentos gé-
nicos conocidos que codifican segmentos proteicos con las funciones necesarias o, en el caso del segmento de unién
a ligando o de receptor, por el momento sélo sospechadas, asi como la construccién de vectores, tales como vectores
de transcripcion o de transfeccién o también vectores de expresion, en los que el gen estd presente en unidn funcional
con un promotor eficaz en la célula de produccion, la transformacién o transfeccién de células huésped y el cultivo
de las células huésped transformadas o transfectadas, respectivamente, para la produccién de la proteina forman parte
de las habilidades normales de un experto. El aislamiento y la purificacién de las proteinas de fusién de acuerdo con
la invencion pueden realizarse mediante el uso de procedimientos convencionales, tales como precipitacion, el uso de
diversos procedimientos cromatograficos tales como filtracién en gel, cromatografia de afinidad, etc. Sobre todo la
cromatografia de afinidad permite que tnicamente se una selectivamente la proteina de fusion, por ejemplo usando
anticuerpos especificos unidos a la matriz que estan dirigidos contra un determinante de un segmento de la proteina de
fusién heterélogo con respecto a la célula huésped. De forma alternativa, la proteina de fusién también se puede expre-
sar, por ejemplo, como proteina precursora que presenta un dominio adicional con una propiedad de unién especifica
a una columna de afinidad determinada. Tras la unién y la elucién siguiente de la columna de afinidad, el domino
adicional se puede disociar selectivamente de la proteina precursora, presente ahora de forma esencialmente pura,
obteniéndose la proteina de fusién de acuerdo con la invencién. Si el dominio adicional no influye en la adecuacién
de la proteina de fusidn para los ensayos de acuerdo con la invencidn, también existe alternativamente la posibilidad
de prescindir del paso de disociaciéon. Un ejemplo de un dominio de este tipo consta de varios, por ejemplo 10, restos
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histidina (“His-tag™) afiadidos adicionalmente en el extremo N-terminal que se unen especificamente a una columna
de cromatografia de afinidad de quelato metdlico. Respecto a todas las técnicas mencionadas y los reactivos necesarios
para ellas, incluidas las moléculas de vector, puede remitirse a la bibliografia convencional (por ejemplo Sambrook,
J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989), en el lugar citado; Current Protocols in Molecular Biology (1991)) y a un enorme
nimero de protocolos individuales.

Otro objeto central de la invencién son células que contienen una o varias de las proteinas de fusién de acuerdo
con la invencién. En el marco de esta invencién pueden ser heter6logos respecto a la célula huésped o de partida
algunos, varios o también todos los dominios de la proteina de fusion y/o, dado el caso, también partes de uno o varios
dominios.

La proteina de fusion estd presente en las células unida a la membrana debido al dominio de localizacién en la
membrana contenido en la proteina de fusién. De este modo, el segundo y tercer dominios de la proteina de fusion se
encuentran intracelularmente en proximidad directa de la membrana celular.

Para la preparacion de las células de acuerdo con la invencién se puede efectuar, por ejemplo, una transformacién
o transfeccion de las células de partida con un vector de expresién que contiene un gen para la proteina de fusién
de acuerdo con la invencién bajo el control de un promotor que es funcional en la célula de partida. Como células
de partida se consideran células procaridticas y eucaridticas. Ejemplos de células de partida son, entre otras, células
bacterianas, tales como las del género Escherichia o Bacillus, por ejemplo determinadas cepas de Escherichia coli o
de Bacillus subtilis, células de levadura, como determinadas cepas de Saccharomyces cerevisiae, células de insecto,
células animales, tales como COS-7, Vero, células CHO, células de mieloma murino, células FL humanas, etc.

Tras la transformacion o transfeccién de una célula de partida, el gen para la proteina de fusién de acuerdo con la
invencién puede estar presente en la célula transformada o transfectada en forma cromosémica, es decir, integrado en
el cromosoma, o como componente de un episoma, en especial de un pldsmido, es decir, en forma extracromosdémica.
Lo mismo es valido para la transformacién o transfeccién adicional de las células con otros genes, en especial con
genes o constructos reporteros, la cual, como se explicard con mds detalle a continuacién, se realiza en el marco de
formas de realizacién especiales de la invencidn.

Una caracteristica esencial de las células de acuerdo con la invencion reside en que en ausencia de unién o, alter-
nativamente, cuando se une un ligando al segundo dominio de la proteina de fusion, el tercer dominio no es capaz de
provocar la activacién de la ruta de sefializacion posterior a una proteina Ras en las células.

En una forma de realizacion preferida, el tercer dominio estd complejado, en ausencia de unién de ligando, con el
segundo dominio mediante un complejo multiproteico, preferentemente propio de la célula, asociado con la proteina
de fusién, de tal manera que el tercer dominio no es capaz de provocar la activacion de la ruta de sefializacion posterior
a una proteina Ras en las células. Sin embargo, cuando se une un ligando al segundo dominio, se produce un cambio
conformacional que repercute en el tercer dominio de manera que a continuacién el complejo multiproteico se disocia,
al menos parcialmente, de la proteina de fusion y el tercer dominio puede desarrollar su actividad de activacién de una
ruta de sefializacidn posterior a una proteina Ras en las células.

En una forma de realizacion preferida de esta invencién, la célula de acuerdo con la invencién se caracteriza
porque en ausencia de la proteina de fusién no se puede activar, al menos en determinadas condiciones, una ruta de
sefalizacion posterior a una proteina Ras en la célula, en especial la ruta de sefializacién que puede ser activada por
el tercer dominio. En el estado de la técnica se conocen células en las que una determinada ruta de transduccién de
sefiales ras es activa o inactiva en funcién de la temperatura. Este tipo de células se pueden usar como células de
partida para la expresion de la proteina de fusién de acuerdo con la invencién.

La inactivacién, presente al menos en determinadas condiciones, de una ruta de transduccién de sefiales ras es el
resultado de una proteina Ras y/o un factor de intercambio de nucleétidos de guanina que al menos en las determinadas
condiciones no es funcional. La inactivacion puede basarse en una mutacién génica o en una delecién génica total o
parcial. Por ejemplo, una proteina Ras propia de la célula se puede inactivar delecionando su sefial de localizacién
en la membrana, generalmente una sefial de farnesilacién. El mismo efecto tendria una mutacién en esta sefial de
localizacién en la membrana que hace que ya no se pueda producir una unién de la proteina Ras a las membranas
celulares. Un ejemplo de una célula con un factor de intercambio de nucleétidos de guanina defectuoso de forma
dependiente de la temperatura es la cepa cdc25-2 de la levadura Saccharomyces cerevisiae. En esta cepa, el factor
de intercambio de nucledtidos de guanina ya no es activo a una temperatura restrictiva de 33 a 37°C, tipicamente de
36°C, pero es completamente funcional a una temperatura de, por ejemplo, 25°C. Puesto que en esta cepa de levadura
el factor de intercambio de nucledtidos de guanina coopera con una proteina Ras que regula una ruta de transduccién
de sefiales ras que actda sobre el ciclo celular y, por lo tanto, es esencial para el crecimiento celular, ya no se puede
detectar proliferacion alguna de las células de la cepa de levadura a una temperatura restrictiva.

De forma andloga a las cepas de levadura con una mutacién termosensible en una proteina SOS propia de la
levadura (CDC25-2), también se puede usar una cepa de levadura con una mutacidon termosensible en una proteina
Ras propia de la levadura.
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De forma alternativa también se puede usar para la preparacion de las células de acuerdo con la invencién una célu-
Ia, por ejemplo una célula de levadura o una célula de mamifero, que sea capaz de expresar una proteina CDC25/SOS
o proteina Ras de tipo silvestre o mutada pero activa y en la que, sin embargo, el gen que codifica esta proteina
CDC25/SOS o proteina Ras activa se encuentre bajo el control de un promotor inducible por medio del cual se puede
inducir o inhibir selectivamente la expresion del gen por eleccién de determinadas condiciones de cultivo. Ejemplos
de promotores inducibles que se pueden usar en este contexto son el promotor de galactosa o partes de él procedente
de levadura o de otros organismos. El experto conoce numerosos promotores inducibles adecuados para ello de los
mas diversos organismos. También se pueden usar promotores hibridos con una inductibilidad adecuada.

Si la célula de acuerdo con la invencién expresa una proteina CDC25/SOS activa o una proteina Ras activa, la
proteina CDC25/SOS o Ras puede contener adicionalmente, segin otra forma de realizacion preferida de la invencion,
una modificacién que acelera la degradacion de la proteina en la célula. Esta modificacién puede ser, por ejemplo, una
sefal de ubiquitina o cualquier otra sefial que se haga cargo de la degradacion preferente de una proteina modificada de
esta manera en la célula. La ventaja de la expresion de una proteina modificada de esta manera mientras estd inducido
el promotor reside en que tras “desconectar” el promotor, es decir, tras prever condiciones de cultivo en las que el
promotor no estd inducido y, en consecuencia, ya no se produce ninguna transcripciéon del gen CDC25/SOS o Ras,
se degrada con mayor rapidez la proteina CDC25/SOS o Ras producida todavia durante la induccién del promotor.
Por consiguiente, poco después de “desconectar” el promotor ya no se podra detectar en la célula ninguna proteina
CDC25/SOS o Ras activa de este tipo. En la situacién preferida en la que el tercer dominio de la proteina de fusién de
acuerdo con la invencidn es capaz de activar precisamente la ruta de sefializacion activada por la proteina CDC25/SOS
o Ras activa antes sefialada, resulta posible, pues, medir ya poco después de cambiar las condiciones de cultivo al
estado de desconexién del promotor la activacién de esta ruta de sefalizacién exclusivamente por los efectos de la
proteina de fusién de acuerdo con la invencién, lo que puede significar un considerable ahorro de tiempo. De este
modo también se puede reducir significativamente la sefial de fondo debida a una activacién de la ruta de sefializacién
posiblemente presente todavia o siempre en poca extension que no se debe a la proteina de fusién de acuerdo con la
invencion.

Si la inactivacién o inactivabilidad de la ruta de transduccién de sefiales ras propia de la célula se basa en un
defecto o en la ausencia de un factor de intercambio de nucleétidos de guanina, en el caso preferido en el que la
proteina de fusién presenta un tercer dominio que puede activar precisamente esta ruta de transduccion de sefiales ras,
este tercer dominio puede presentar la actividad de un factor de intercambio de nucleétidos de guanina funcional o de
una proteina Ras activa, en especial activa de forma constitutiva, que puede activar la ruta de transduccién de senales
ras inactiva. Si se usa un tercer dominio con una actividad de una proteina Ras no activa de forma constitutiva, éste
presentard convenientemente las siguientes propiedades:

- necesita ser activado por un factor de intercambio de nucleétidos de guanina de otro tipo que no pueda
interactuar funcionalmente con la proteina Ras propia de la célula responsable de la ruta de transduccién
de sefiales ras inactiva. Dado el caso, este factor de intercambio de nucleétidos de guanina adecuado espe-
cificamente se puede coexpresar en la célula de acuerdo con la invencién como factor heterélogo.

Si la inactivacion o inactivabilidad de la ruta de sefializacion ras propia de la célula se basa en un defecto o en la
ausencia de una proteina Ras propia de la célula, en el caso preferido en el que la proteina de fusién presenta un tercer
dominio que puede activar precisamente esta ruta de sefializacion ras, este tercer dominio presentara la actividad de una
proteina Ras activa, en especial activa de forma constitutiva. Si el tercer dominio presenta la actividad de una proteina
Ras no activa de forma constitutiva, su activacién se produce preferentemente mediante un factor de intercambio de
nucledtidos de guanina propio de la célula, aunque también puede requerir alternativamente un factor de intercambio
de nucleétidos de guanina heterélogo que se ha de coexpresar en la célula.

Las técnicas de biologia molecular necesarias para la preparacion de las células de acuerdo con la invencidn,
por ejemplo clonacién, construccién de vectores, transformacion o transfeccion, seleccion de células transformadas
o transfectadas y cultivo de las células transformadas o transfectadas etc., son conocidas para el experto, y existen
muchos protocolos generales para ellas que en todo caso precisardn una ligera adaptacion; véanse, por ejemplo, Sam-
brook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989), en el lugar citado; Current Protocols in Molecular Biology (1991), asi
como numerosos protocolos elaborados especialmente para un tipo celular concreto. Como se ha mencionado, la ex-
presion de la proteina de fusion puede llevarse a cabo tanto a partir de un gen contenido en un episoma, por ejemplo
en un plasmido, presente en forma extracromosémica como a partir de un gen integrado en el genoma de la célula de
partida. Para la generacién de células en las que estd inactivada una ruta de transduccién de sefiales ras determinada a
nivel de la proteina Ras o de un factor de intercambio de nucle6tidos de guanina, el experto dispone de diversas técni-
cas para la inactivacidn selectiva de genes, por ejemplo por estrategias antisentido, o para la introduccién selectiva de
mutaciones o deleciones en los genes correspondientes o los segmentos gendmicos relacionados. En particular existen
diversas posibilidades conocidas para la preparaciéon de mutantes celulares en los que en determinadas condiciones,
por ejemplo de forma dependiente de la temperatura, se puede inactivar selectivamente la transcripcion de los genes
para, por ejemplo, la proteina Ras o un factor de intercambio de nucleétidos de guanina. Para ello, estas células contie-
nen estos genes en particular unidos a promotores que se inactivan en determinadas condiciones, por ejemplo a partir
de una temperatura determinada.

En una forma de realizacién especial de la invencion, las células de acuerdo con la invencién estdn aplicadas sobre
un soporte s6lido. Como sustancias de soporte adecuadas se conocen en el estado de la técnica especialmente polisaca-
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ridos, por ejemplo agarosa, pldsticos especiales tales como poliacrilamidas, poliestireno, poli(alcohol vinilico), silico-
nas o también ciertas calidades de vidrio. El soporte puede estar presente en forma de particulas discretas, por ejemplo
esferas, o de sustrato esencialmente plano, por ejemplo en forma de una placa de microvaloracién. La cubricién del
soporte con las células puede ser completa, como es generalmente el caso de, por ejemplo, las esferas de soporte, o
también estar presente sdlo en partes o segmentos del mismo, por ejemplo sé6lo en las depresiones de una placa de
microvaloracién. En una forma de realizacion preferida, las células de acuerdo con la invencion estdn inmovilizadas en
los denominados biochips. El experto conoce procedimientos para la inmovilizacién de las células sobre estos sopor-
tes. Dependiendo del tipo de soporte seleccionado es posible que las células se unan al soporte sin medidas adicionales.
En este caso se incuba la fase de soporte s6lida con una poblacién esencialmente homogénea de células, adhiriéndose
éstas a continuacion a la fase sélida. De forma alternativa, la inmovilizacién también se puede realizar, por ejemplo,
mediante agentes quimicos, tales como glutaraldehido, formalina, etc. Estas medidas son conocidas para el experto.

Las proteinas de fusién de acuerdo con la invencion y las células que comprenden estas proteinas de fusién cons-
tituyen la base para varios procedimientos de ensayo in vivo que igualmente son objeto de esta invencién. Los pro-
cedimientos de ensayo descritos con mds detalle a continuacién se pueden usar, cuando se aplica la primera variante,
es decir, cuando el tercer dominio es activo tinicamente en caso de unién del ligando al segmento de unién a ligando
(segundo dominio) de la proteina de fusidn de acuerdo con la invencidn, entre otras cosas para

1. determinar la adecuacién de una sustancia de ensayo como ligando para un receptor nuclear y realizar
en este caso especialmente cribados en masa con derivados del ligando para analizar qué derivados son
capaces de unirse a un segmento de unién a ligando de un receptor nuclear de tipo silvestre,

2. detectar la presencia de un ligando determinado en una muestra,
3. determinar la concentracién de un ligando de este tipo en una muestra,

4. determinar si un compuesto es capaz de modificar la actividad de unién de un segmento de unién a ligando
de un receptor nuclear frente a un ligando, es decir, de actuar como agonista, antagonista o inhibidor, y rea-
lizar en este caso especialmente cribados en masa para encontrar tales compuestos agonistas o antagonistas;

y

5. demostrar la funcién de unién a ligando de un polipéptido o de una proteina que se sospecha presenta
una funcidén de este tipo para ligandos de receptores nucleares; en el caso de los polipéptidos o proteinas
también se puede tratar, en particular, de nuevos receptores nucleares derivados de receptores naturales por
mutacién cuya funcién de unién a ligando todavia estd por confirmar; en este contexto se pueden realizar
en especial cribados en masa con estos nuevos segmentos de unién a ligando mutados que, por ejemplo,
estan presentes en forma de una libreria de mutantes de receptores que contiene especialmente mutantes
de receptores con mutaciones localizadas al azar en el segmento de unién a ligando, para encontrar nuevas
parejas ligando/receptor funcionales artificiales.

Un primer ensayo sirve para determinar la adecuacién de una sustancia de ensayo como ligando para un segmento
de receptor o, lo que es lo mismo, de unién a ligando de un receptor nuclear y comprende los siguientes pasos:

(a) Poner en contacto la sustancia de ensayo con las células de acuerdo con la invencién en unas condiciones
en las que, en ausencia de la proteina de fusidn, no se pueda activar una ruta de sefializacién posterior a
una proteina Ras en las células, comprendiendo la proteina de fusién contenida en las células un segundo
dominio que comprende el segmento de receptor mencionado y un tercer dominio que es capaz de activar
la ruta de sefializacién inactiva posterior a una proteina Ras en las células,

(b) analizar si se ha producido una activacion de la ruta de sefializacién posterior a una proteina Ras.

La deteccion de una activacion de la ruta de sefializacion posterior a una proteina Ras indica la capacidad de unién
de la sustancia de ensayo al segundo dominio de la proteina de fusién y, por consiguiente, al segmento de receptor.

Otro ensayo in vivo permite detectar la presencia de un ligando para un segmento de receptor de un receptor nuclear
en una muestra que posiblemente lo contenga, y se caracteriza por los siguientes pasos:

(a) Poner en contacto la muestra con las células de acuerdo con la invencién en unas condiciones en las que,
en ausencia de la proteina de fusién, no se pueda activar una ruta de sefializacién posterior a una proteina
Ras en las células, comprendiendo la proteina de fusién contenida en las células un segundo dominio que
comprende el segmento de receptor mencionado y un tercer dominio que es capaz de activar la ruta de
sefializacion inactiva posterior a una proteina Ras en las células,

(b) analizar si se ha producido una activacion de la ruta de sefializacion posterior a una proteina Ras.
De forma andloga al ensayo mencionado en primer lugar, la deteccién de una activacién de la ruta de sefializacion
posterior a una proteina Ras muestra la presencia de un ligando para el segundo dominio de la proteina de fusion vy,

por consiguiente, para el segmento de receptor de un receptor nuclear en la muestra.
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Como rutas de sefializacion ras preferidas se consideran en este contexto, como se ha descrito, las rutas de sefia-
lizacién que actian sobre el ciclo celular y cuya activacién es esencial para la proliferacion celular. Otras rutas de
seflalizacion ras alternativas e igualmente preferidas sirven para activar factores de transcripcién para genes que no
tienen que ser esenciales para la proliferacion celular.

En los ensayos de acuerdo con la invencion la deteccidn de la activacion de la ruta de sefializacion ras se lleva
a cabo preferentemente de forma indirecta, es decir, a través de alteraciones fenotipicas en las células, en este caso
especialmente a través de la proliferacion celular o la actividad génica o del gen reportero.

Si por consiguiente se usan para los ensayos células en las que la ruta de sefializacion inactiva posterior a una pro-
teina Ras es una ruta de sefializacion que actiia sobre el ciclo celular y cuya activacion es esencial para la proliferacién
celular, los pasos (b) antes descritos comprenden analizar si las células son capaces de proliferar en las condiciones
mencionadas, indicando la deteccién de una capacidad de proliferacion de las células la capacidad de unidn de la sus-
tancia de ensayo a o la presencia de un ligando para el segundo dominio de la proteina de fusién y, por consiguiente,
para el segmento de receptor de un receptor nuclear en la muestra.

Si para los ensayos se usan alternativamente células en las que la ruta de sefializacién inactiva posterior a una
proteina Ras es una ruta de sefializacién que actiia sobre la actividad de un factor de transcripcién para un gen que
no es necesariamente esencial para la proliferacion celular, se puede usar, en presencia simultdnea de un constructo
que comprende un sitio de unién para el factor de transcripcidon, un promotor minimo que coopera con €l y un gen
reportero heterélogo respecto a la célula de ensayo que se encuentra bajo el control del promotor minimo, la deteccién
de la expresion del gen reportero heterdlogo para comprobar la activacion de la ruta de transduccion de sefiales ras y,
con ello, el establecimiento de la unién de ligando al segundo dominio. Pues tinicamente la activacién de la ruta de
transduccién de sefiales ras puede producir la activacion del factor de transcripcién mencionado, el cual puede activar
a continuacién el promotor minimo a través de la unién a su sitio de unién permitiendo de este modo la expresion del
gen reportero.

En esta forma de realizacion es esencial que en el caso del gen reportero y/o de la proteina reportera codificada por
él se trate de un gen o proteina, respectivamente, heterélogo respecto a la célula de ensayo cuya presencia sélo se pueda
detectar especificamente cuando se produce la expresion del constructo sintético promotor/gen reportero a causa de la
activacion de la ruta de sefializacion ras especifica y de la activacién consecuente del factor de transcripcion especifico.
Si la deteccion no se produce a través de una deteccion directa del producto de transcripcién o de traduccién mediante
sondas de dcido nucleico o anticuerpos especificos de €l sino, por ejemplo, a través de la actividad enzimatica de un
producto de traduccidn, debe asegurarse previamente, cuando se usan genes que codifican enzimas, que la célula de
ensayo usada no contiene antes de la transformacién o transfeccién con el constructo sintético promotor/gen reportero
una actividad enzimdtica como la que ejerce la enzima heteréloga expresada en caso de unién de ligando. Lo mismo
es vdlido para los demds tipos de proteinas reporteras.

De forma alternativa también se puede usar como gen reportero un gen homdlogo respecto a la célula de ensayo.
La expresion del gen reportero como consecuencia de la activacion de un factor de transcripcién que sélo se produce
en las células por la activacién de una ruta de sefializacion posterior a una proteina Ras que se ha de detectar en el
ensayo, conducird en este caso a un aumento de las cantidades de producto de transcripcién del gen reportero presentes
en las células y, dado el caso, también a una mayor cantidad de producto de traduccién del gen reportero, las cuales
se pueden hallar mediante ensayos comparativos sin el uso de ligando, por ejemplo mediante transferencia Northern o
transferencia Western.

Si se eligen estas dos alternativas mencionadas en ultimo lugar, es necesario conocer el factor de transcripcién
correspondiente activado por la ruta de transduccidén de sefiales ras seleccionada, asi como el segmento del promotor
que coopera con este factor de transcripcién y/o su secuencia. Para poder realizar esta variante de ensayo, la célula
de ensayo se transforma o transfecta con un constructo que comprende el promotor en unién funcional con el gen
reportero, lo cual puede efectuarse dado el caso a modo de cotransformacién o cotransfeccion junto con el constructo
que contiene el gen que codifica la proteina de fusiéon. Como se ha mencionado, estos constructos pueden estar pre-
sentes en la célula de ensayo tras la transformacidn o transfeccién de una célula de partida en forma cromosémica o
extracromosémica, es decir, como componente de un episoma, por ejemplo de un plasmido.

En la actualidad se han realizado ya investigaciones completas, por ejemplo en diferentes organismos eucariéticos,
de una serie de rutas de transduccién de sefiales ras que incluyen también los factores de transcripcién activados por
ellas y las regiones promotoras que cooperan con éstos. Por lo tanto, el experto dispone de una serie de posibilidades
de eleccidn a este respecto.

En una forma de realizacién preferida de la invencidn, la proteina reportera comprende una modificacién por medio
de la cual la proteina se descompone o degrada aceleradamente en la célula. Esta modificacién puede ser, por ejemplo,
una sefial de ubiquitina u otra sefial que se haga cargo de la descomposicién de una proteina modificada de esta manera.
La ventaja del uso de una proteina reportera que se degrada aceleradamente en una célula de ensayo es obvia en vista
del hecho de que en las condiciones de ensayo practicamente siempre se detectard en la célula de ensayo una ligera
expresion de fondo del constructo del gen reportero, incluso sin la activacion de la ruta de sefializacién posterior a
una proteina Ras por la proteina de fusion: por la degradacién acelerada de la proteina reportera, la sefial resultante
de esta expresion de fondo se reduce significativamente en el caso de la deteccién a nivel de proteina, es decir, de
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la proteina reportera, puesto que no se produce una acumulacion de la proteina reportera a lo largo del tiempo. Sin
embargo, cuando la expresion de la proteina reportera se activa selectivamente por la unién de ligando a la proteina
de fusién y por la activacién resultante de una ruta de sefializacidn posterior a una proteina Ras, puede realizarse una
deteccidn inequivoca gracias a la reducida sefal de fondo. Puesto que la semivida de la proteina reportera en la célula
de ensayo siempre serd suficientemente larga, la deteccion de la proteina reportera generada como consecuencia de la
unién de ligando a la proteina de fusidn no se verd afectada en ningin sentido debido a la degradacién acelerada de la
misma.

Las técnicas de biologia molecular, por ejemplo la clonacidn, la construccién de vectores, etc., necesarias para la
preparacion de los vectores de transformacién o de expresion que contienen el gen reportero en unién funcional con un
promotor especifico adecuado, asi como para la transformacién o transfeccion de células son conocidas para el experto,
y existen numerosos protocolos generales para ellas que en todo caso precisardn una ligera adaptacién (véanse, por
ejemplo, Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989), en el lugar citado; Current Protocols in Molecular Biology
(1991). La adicién y/o fusién de un gen reportero con un segmento de secuencia que codifica un segmento sefial que
provoca una degradacion acelerada de la proteina reportera expresada, por ejemplo una sefial de ubiquitina, tampoco
constituye ningun problema para un experto.

Como genes reporteros que se pueden usar en este caso el experto conoce numerosos genes que codifican proteinas
accesibles a una deteccion fécil y rdpida. Ejemplos de ellos son genes que codifican proteinas con actividad enzima-
tica, por ejemplo S-galactosidasa, proteinas fluorescentes, por ejemplo GFP (proteina verde fluorescente), o proteinas
quimoluminiscentes. Otra posibilidad reside en los genes que codifican proteinas que se pueden detectar mediante
anticuerpos especificos. En este caso el anticuerpo lleva una marca detectable o se puede detectar a su vez mediante un
anticuerpo secundario marcado. Estas posibilidades son conocidas en el estado de la técnica. Como ya se ha explicado
anteriormente, Unicamente es esencial, ademds del requisito de la detectabilidad, que el acontecimiento que se ha de
detectar en la célula, por ejemplo actividad enzimadtica, unién de anticuerpo, fluorescencia, quimolunimiscencia, no se
pueda detectar en ausencia del constructo con el gen para la proteina reportera.

De forma alternativa, la transcripcion del gen reportero se puede detectar por transferencia Northern detectando el
ARNm formado mediante sondas especificas de éste.

Otro ensayo in vivo permite la determinacién cuantitativa de la concentracién de un ligando para el segmento de
receptor de un receptor nuclear en una muestra que lo contiene, y comprende los siguientes pasos:

(a) Poner en contacto una alicuota de la muestra con las células de acuerdo con la invencién en unas condicio-
nes en las que, en ausencia de la proteina de fusién, no se pueda activar una ruta de sefializacién posterior
a una proteina Ras en las células, comprendiendo la proteina de fusién contenida en las células un segundo
dominio que comprende el segmento de receptor mencionado y un tercer dominio que es capaz de activar
la ruta de sefializacion inactiva posterior a una proteina Ras en las células,

(b) deteccién cuantitativa de la magnitud de la activacién de la ruta de sefializacidén posterior a una proteina
Ras de manera directa o indirecta y

(c) determinacion de la concentracién del ligando en la muestra por comparacién de la magnitud de activacién
hallada con los valores correspondientes determinados para concentraciones de referencia conocidas del
ligando.

Si para la deteccion cuantitativa del paso (b) se usan células en las que la ruta de transduccién de sefales ras
inactiva al menos en determinadas condiciones es una ruta de sefializacién que actda sobre el ciclo celular y cuya
activacion es esencial para la proliferacion celular, ésta se realiza de manera sencilla determinando la proliferaciéon de
las células en un momento establecido o la tasa de proliferacion de las células en las condiciones mencionadas. Los
datos obtenidos se comparan después con los datos obtenidos a partir de preparaciones de referencia de concentracién
conocida y se calcula la concentracion de la muestra.

De forma alternativa, la deteccién cuantitativa de la magnitud de la activacion de la ruta de sefalizacidn ras se
puede realizar también en este caso por medio de la magnitud de la expresién de un gen reportero en la célula.
Como se ha explicado anteriormente, su expresion sélo se puede producir por activacién de un factor de transcripcién
especifico como consecuencia de la activacion de la ruta de sefializacién posterior a una proteina Ras. En esta variante
de deteccion, el ensayo se lleva a cabo preferentemente en unas condiciones que excluyan la proliferacién celular,
por ejemplo usando el mutante de levadura cdc25-2 a temperaturas restrictivas, de manera que se pueda determinar la
cantidad de producto de transcripcién del gen reportero o la cantidad expresada de proteina reportera en un momento
determinado o, alternativamente, la tasa de expresién de este gen reportero respecto al producto de transcripcién o
de traduccion de éste permaneciendo el nimero de células esencialmente constante. No obstante, la determinacién
cuantitativa también puede llevarse a cabo en condiciones de proliferacion si simultineamente se determina de forma
continua o en determinados intervalos de tiempo el nimero de células y los valores hallados para la expresion del gen
reportero se convierten en valores por valor unitario del nimero de células.

De forma alternativa, también en este caso se puede usar una deteccion a través de la expresion de un gen reportero
homélogo respecto a la célula huésped, en la que para hallar el resultado se usa el incremento que se puede observar
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en cada caso en la expresion del gen reportero frente al nivel de expresion presente en las células sin activacion de la
ruta de sefializacion ras.

Otro ensayo in vivo alternativo permite detectar si un compuesto es capaz de modificar la actividad de unién de
un segmento de receptor de un receptor nuclear frente a un ligando, es decir, de actuar de agonista, antagonista o
inhibidor. Este ensayo se caracteriza por los siguientes pasos:

(a) Poner en contacto el ligando con las células de acuerdo con la invencién en presencia del compuesto, en
unas condiciones en las que el compuesto puede difundir hacia el interior de las células o es producido por
las células y en las que, en ausencia de la proteina de fusion, no se puede activar una ruta de sefializacion
posterior a una proteina Ras en las células, comprendiendo la proteina de fusion contenida en las células
un segundo dominio que comprende el segmento de receptor mencionado y un tercer domino que es capaz
de activar la ruta de sefializacién inactiva posterior a una proteina Ras,

(b) analizar siy, dado el caso, en qué medida se ha efectuado una activacién de la ruta de sefnalizacién posterior
a una proteina Ras,

(c) comparar el resultado del andlisis del paso (b) con el resultado de andlisis que se obtiene cuando el ensayo
se realiza en ausencia del compuesto.

Una activacion intensificada de la ruta de transduccion de sefiales ras en presencia del compuesto muestra una
funcion agonista para este compuesto, una activacion reducida o, dado el caso, completamente ausente, en cambio,
una funcién antagonista o inhibidora para el compuesto.

El paso (a) puede comprender afiadir el compuesto a las células antes que el ligando, pudiéndose efectuar, dado el
caso, una incubacién previa del compuesto con las células, afiadir el compuesto por separado pero simultineamente
con el ligando a las células de ensayo o mezclar el compuesto primero con el ligando, realizar, dado el caso, una
incubacién previa de ambos compuestos y afiadir s6lo entonces la mezcla a las células de ensayo.

Si el compuesto se afiade a las células, debe asegurarse que el compuesto también puede difundir hacia el interior
de las células para interactuar alli con la proteina de fusién. Si en el caso del compuesto se trata de un péptido,
polipéptido o proteina, el compuesto también se puede producir en la célula misma por expresion de un gen que lo
codifica. Para este propdsito las células se pueden transformar o transfectar con un vector de expresiéon que contiene
un gen de este tipo. El experto conoce los medios y procedimientos necesarios para ello.

Si el compuesto que se ha de ensayar respecto a su efecto agonista o antagonista se expresa en la célula de ensayo,
la expresion del gen que lo codifica se lleva a cabo preferentemente bajo el control de un promotor activo de forma
constitutiva, asi como usando células en las que la ruta de transduccién de sefiales ras tinicamente se inactiva en las
condiciones de ensayo especiales. Un sistema de este tipo permite excluir que la sola expresion del compuesto en la
célula provoque alteraciones que puedan falsear el resultado del ensayo. Para esta exclusion es necesario detectar en
condiciones no restrictivas y en ausencia de ligando la actividad de la ruta de transduccién de sefiales ras propia de la
célula inactivada en condiciones restrictivas. Si se trabaja en condiciones no restrictivas y en ausencia de ligando, la
proteina de fusién es inactiva, de modo que la activacioén detectable de la ruta de transduccion de sefiales ras indica
que el producto de expresion no interfiere con ninglin componente de la ruta de transduccién de sefiales ras ni, en
particular, con la proteina Ras o el factor de intercambio de nucleétidos de guanina especificos de ella. De este modo
se puede excluir o minimizar la probabilidad de que el producto de expresion interactie con el tercer dominio en lugar
de con el segundo dominio, de manera que se elimina su capacidad de activacion de la ruta de transduccion de senales
ras.

Un ensayo correspondiente para detectar la activacion de la ruta de transduccion de sefiales ras correspondiente en
condiciones no restrictivas y en presencia del compuesto y ausencia de ligando se lleva a cabo de forma analoga en el
caso de un compuesto que se aiade a las células de ensayo desde el exterior.

Si en el caso de la ruta de transduccién de sefiales ras inactivable en las condiciones de ensayo se trata de una cuya
activacion es esencial para la proliferacién celular, se asegura simplemente la proliferabilidad normal de las células
en condiciones no restrictivas. Si la deteccién se realiza usando la actividad de un gen reportero, es necesario detectar
esta actividad del gen reportero en condiciones no restrictivas.

Para la deteccién en las condiciones restrictivas del ensayo segin el paso (b) también existe, por ejemplo, la
posibilidad de detectar la activacion de la ruta de sefializacién posterior a una proteina Ras a través de la expresion,
dado el caso producida, de un gen reportero heterélogo respecto a las células que sélo se produce por la activacién
de un factor de transcripcidén especifico como consecuencia de la activacion de la ruta de sefializacion posterior a una
proteina Ras. La deteccién de la magnitud de esta activacion, que se realiza en caso de deteccién de una activacion
de la ruta de sefializacion posterior a una proteina Ras, puede comprender una determinacién cuantitativa en la que
se determina la cantidad de producto de transcripcién o de traduccién (proteina reportera) del gen reportero presente
en las células en un momento determinado o la tasa de transcripcién del gen reportero o la tasa de expresion de la
proteina reportera en las condiciones mencionadas.
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De forma alternativa, también se puede efectuar sélo un andlisis de alicuotas, es decir, de volimenes iguales
de las soluciones de ensayo generadas y tratadas de forma idéntica salvo por la adicién del compuesto, asegurando
preferentemente un nimero igual o esencialmente igual de células en estas alicuotas. En este caso no se realiza una
cuantificacién absoluta del nivel de expresion del gen reportero, sino que s6lo se permite una comparacion relativa del
nivel de expresion en los dos ensayos.

En el caso en el que la comparacion en el paso (c) da como resultado que en presencia del compuesto se produce
una mayor expresion del gen reportero, cabe suponer un efecto agonista del compuesto, y en el caso en el que la
comparacioén en el paso (c) da como resultado que en presencia del compuesto se produce una menor expresion del
gen reportero, un efecto antagonista del compuesto. Igual que el ensayo cuantitativo antes descrito, este ensayo también
se realiza preferentemente en unas condiciones en las que no se produce proliferacion celular.

De forma alternativa, también en este caso el gen reportero usado para la detecciéon puede ser homologo respecto a
la célula de ensayo, usdndose para la obtencién del resultado el incremento de la expresion, es decir, de la transcripcién
y/o traduccioén, del gen reportero que se puede observar en cada caso respecto al nivel de expresion presente en las
células sin activacién de la ruta de sefializacion ras.

Si para el ensayo se usan células en las que la ruta de sefializacién inactiva posterior a una proteina Ras es una
ruta de sefializacién que actda sobre el ciclo celular y cuya activacion es esencial para la proliferacion celular, el paso
(b) comprende analizar si y, dado el caso, en qué medida las células son capaces de proliferar en las condiciones
mencionadas. En el caso en el que la comparacién en el paso (c) da como resultado un aumento de la proliferacién
celular en presencia del compuesto, puede deducirse un efecto agonista del compuesto, y en el caso en el que la
comparacion en el paso (c) da como resultado una disminucién de la proliferacién celular en presencia del compuesto,
un efecto antagonista del compuesto.

Al igual que todos los ensayos incluidos en el marco de esta invencion, este ensayo también es especialmente ade-
cuado para un cribado en masa, en este caso respecto a compuestos agonistas y antagonistas para receptores nucleares.

De forma alternativa, este ensayo también se puede usar como ensayo adicional para confirmar la propiedad de
unién a ligando de un nuevo segmento de unién a ligando, en especial sintético, o para confirmar la adecuacién
de una sustancia de ensayo como ligando para el segmento de unién a ligando. Si existe una propiedad de unién a
ligando en el segmento de unién a ligando o existe una adecuacién como ligando para el segmento de unién a ligando,
respectivamente, deberia observarse, en el caso de usar un agonista conocido para el ligando usado para la primera
deteccion de la propiedad de ligando o para el segmento de unién a ligando, una mayor activacién de la ruta de
sefializacién ras o similar a ras, y en el caso de usar un antagonista conocido para el ligando o para el segmento de
unio6n a ligando, en cambio, una menor activacion de la ruta de sefializacion ras o similar a ras.

Otro ensayo in vivo alternativo permite detectar si un polipéptido o una proteina que se sospecha presenta una
funcion de unién a ligando de un receptor nuclear realmente la presenta. Este ensayo comprende los siguientes pasos:

(a) Poner en contacto las células de acuerdo con la invencién con el ligando en unas condiciones en las que,
en ausencia de la proteina de fusién, no se pueda activar una ruta de sefializacién posterior a una proteina
Ras en las células, comprendiendo la proteina de fusién contenida en las células un segundo dominio que
comprende el polipéptido o la proteina que se ha de analizar y un tercer dominio que es capaz de activar la
ruta de sefializacion inactiva posterior a una proteina ras en las células,

(b) analizar si se ha producido una activacion de la ruta de sefializacion posterior a una proteina Ras.

La deteccién de una activacion de la ruta de sefializacién posterior a una proteina Ras indica que el segundo
dominio de la proteina de fusién y, por consiguiente, el polipéptido o la proteina que se ha de analizar presenta una
funcién de unién a ligando de un receptor nuclear.

La proteina de fusién contenida en las células puede comprender, por ejemplo, un segundo dominio que contiene
un segmento de receptor derivado de un segmento de receptor natural de un receptor nuclear por mutacion.

De nuevo, en el caso de usar células en las que la ruta de transduccién de sefiales ras inactiva al menos en deter-
minadas condiciones es una ruta de sefializacién que actda sobre el ciclo celular y cuya activacién es esencial para la
proliferacion celular, la activacion de la ruta de transduccién de sefiales ras puede detectarse mediante la proliferacién
celular que se produce dado el caso.

De forma alternativa, la deteccién de la activacién de la ruta de transduccién de sefiales ras también se puede efec-
tuar mediante la expresién de un gen reportero, dado el caso observable, en las células. Como se ha explicado, cuando
se trata de un gen reportero heter6logo, su expresion sélo se produce por la activacién de un factor de transcripcién
especifico como consecuencia de la activacion de la ruta de sefalizacion posterior a una proteina Ras. En el caso de
un gen reportero homaélogo se detecta el incremento de la expresion del gen reportero, por ejemplo en base a mayores
cantidades de producto de transcripcién o de traduccidn, en comparacién con el nivel de expresion sin activacion de la
ruta de transduccién de sefiales ras especifica.
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Cuando se aplica la segunda variante, es decir, cuando sélo hay actividad del tercer dominio en ausencia de unién
de ligando al segmento de unién a ligando (segundo dominio) de la proteina de fusién de acuerdo con la invencion,
los procedimientos de ensayo de acuerdo con la invencién se pueden usar, entre otras cosas, para

1. determinar la adecuacién de una sustancia de ensayo como ligando para un receptor nuclear y realizar
en este caso especialmente cribados en masa con derivados del ligando para analizar qué derivados son
capaces de unirse al segmento de unién a ligando de un receptor nuclear de tipo silvestre,

2. detectar la presencia de un ligando determinado en una muestra,

3. determinar si un compuesto es capaz de modificar la actividad de unién de un segmento de unién a ligando
de un receptor nuclear frente a un ligando, es decir, de actuar de agonista, antagonista o inhibidor, y realizar
en este caso especialmente cribados en masa para encontrar tales compuestos agonistas o antagonistas;

4. demostrar la funcién de unién a ligando de un polipéptido o de una proteina que se sospecha presenta
tal funcidén para ligandos de determinados receptores nucleares; en el caso de los polipéptidos o proteinas
también se puede tratar en particular de nuevos segmentos de receptor de unién a ligando derivados de
receptores naturales por mutacion cuya funcién de unién a ligando todavia estd por confirmar; en este
contexto se pueden realizar en especial cribados en masa con estos nuevos segmentos de unién a ligando
mutados que, por ejemplo, estdn presentes en forma de una libreria de mutantes de receptores que contiene
especialmente mutantes de receptores con mutaciones localizadas al azar en el segmento de unién a ligando,
para encontrar nuevas parejas ligando/receptor funcionales artificiales.

Los ensayos antes mencionados se pueden llevar a cabo de forma esencialmente andloga a las variantes de ensayo
descritas previamente aplicando la primera variante, en cuyo caso, sin embargo, la deteccién de la activacién de la
ruta de sefializacion ras o similar a ras indica la ausencia de un ligando para el segmento de unién a ligando de
la proteina de fusion estudiada en la célula de ensayo. Por consiguiente, los ensayos mencionados en dltimo lugar
comprenderdn generalmente dos detecciones, a saber, una deteccidon en presencia de un ligando (potencial), en cuyo
caso no se detectard ninguna activacién de la ruta de sefializacidn ras o similar a ras si el ligando (potencial) presenta
una propiedad de unién de ligando para el segmento de unién a ligando (segundo dominio) de la proteina de fusion,
asi como otra deteccién en ausencia del ligando (potencial), en cuyo caso normalmente se detectard una activacién de
este tipo.

En el caso de determinar si un compuesto es capaz de modificar una actividad de unién de un segmento de unién a
ligando de un receptor nuclear frente a un ligando, es decir, de actuar de agonista, antagonista o inhibidor, la deteccién
se lleva a cabo en presencia simultidnea de ligando y compuesto, especialmente a través de

a) la activacién de la ruta de sefializacion ras o similar a ras, que posiblemente si se pueda detectar en el caso
de que el compuesto presente un efecto antagonista o inhibidor, por ejemplo con la determinacién siguiente
de la concentracién de ligando necesaria para la inactividad total de la ruta de sefializacion ras o similar a
ras a una concentracién determinada del compuesto, o la determinacién de la dependencia de la activacién
de la ruta de sefializacién de la concentracion del compuesto a una concentracién determinada del ligando;
0

b) lainactividad total de la ruta de sefalizacién ras o similar a ras ya a una concentraciéon reducida de ligando
en el caso de que el compuesto presente un efecto agonista; también en este caso se puede determinar en
detalle la dependencia de la inactividad total de la ruta de sefializacién ras o similar a ras de la concentracién
del compuesto y/o del ligando.

En el caso de la deteccién de una funcién de unién a ligando en un polipéptido o una proteina que se sospecha
presenta tal funcién para ligandos de receptores determinados, la deteccion de la funcién de unién a ligando se realiza
de forma andloga a través de la inactividad de la ruta de sefializacion ras o similar a ras en presencia de ligando cuando
esta ruta de sefializacion es activa en ausencia de ligando.

La deteccién de las interacciones receptor nuclear/ligando mediante los procedimientos de ensayo, las células y
las protefnas de fusién de acuerdo con la invencién no estd limitada a células eucaridticas como sistema de ensayo in
vivo, sino que también se puede realizar opcionalmente en células procaridticas.

Respecto a las condiciones de ensayo no se requieren especificaciones generales determinadas. En el caso de
una deteccién de la proliferacion celular, dado el caso producida, debe tenerse en cuenta, sin embargo, que el medio
usado permita en principio tal proliferacién. Si en las células se pueden inactivar, como se ha explicado, genes y/o
promotores por eleccién de determinadas condiciones de ensayo y éstos también deben inactivarse durante el ensayo,
estas condiciones, por ejemplo una determinada temperatura de ensayo restrictiva, que en las células cdc25-2 es, por
ejemplo, de 33 a 37°C, deben mantenerse durante el ensayo. El medio de reaccion seleccionado no deberia interactuar
con el compuesto de ensayo ni con el ligando que se afiaden a éste de manera que se altere el ensayo.

En todos los procedimientos de ensayo antes descritos se pueden analizar y/o determinar como ligandos sustancias
presentes en la naturaleza, tales como hormonas, en particular hormonas esteroideas, vitaminas, por ejemplo vitami-
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na D, tiroxina o 4cido retinoico, asi como sustancias que no estdn presentes en la naturaleza, por ejemplo derivados
sintéticos de ligandos naturales o sustancias toxicas, tales como dioxina. Puesto que los ligandos de receptores nu-
cleares constituyen predominantemente moléculas pequefias con una masa molecular relativa baja y de naturaleza
predominantemente hidr6foba, éstos difunden sin medidas adicionales al interior de las células de ensayo de acuerdo
con la invencién para efectuar allf una unién con el segmento de unién a ligando de la proteina de fusion localizado
intracelularmente y directamente junto a la membrana celular. No obstante, si se desea y/o se requiere, las células
también se pueden tratar previamente, antes del ensayo, de manera adecuada para aumentar la permeabilidad de la
membrana celular exterior para el paso del compuesto de ensayo o del ligando. Un ejemplo de ello es la preparacién
de células “fantasma” sin pared celular, por ejemplo de células de levadura sin pared celular, mediante, por ejemplo,
tratamiento enzimatico de las células. En el presente contexto, el término “células” también abarca tanto estas células
“fantasma” como las preparadas de otra manera, asi como las células con una pared celular modificada de otra manera
para aumentar la permeabilidad.

Si en el caso de los ligandos que se han de analizar se trata de péptidos, polipéptidos o proteinas, éstos también
se pueden expresar en la célula de ensayo a partir de constructos de dcido nucleico que los codifican introducidos en
la célula de ensayo, en una variante especial también no de forma constitutiva sino bajo el control de un promotor
inducible; una vez introducidos en la célula de ensayo, los constructos pueden encontrarse en ésta en forma cromo-
sémica o extracromosdmica, es decir, como componente de un episoma, por ejemplo de un plasmido. Por lo tanto,
en el caso de una expresion no constitutiva, la puesta en contacto de la célula de ensayo con el ligando se realiza en
las condiciones en las que se induce en la célula la expresion del ligando que se ha de ensayar. El experto conoce
para este fin numerosos promotores inducibles que, por ejemplo, se pueden inducir por determinadas temperaturas o
compuestos quimicos.

Cabe sefialar en general que cuando se afade el ligando que se ha de ensayar a la célula de ensayo desde el exterior,
todos los componentes que cooperan en el sistema de ensayo de acuerdo con la invencidn, en particular la proteina de
fusién asi como todos los componentes de la ruta de sefializacion posterior a una proteina Ras activada especificamente
por el tercer dominio de la proteina de fusién que sélo intervienen en esta ruta de sefializacién especifica, pueden
expresarse de forma constitutiva en la célula de ensayo. Cuando el ligando que se ha de ensayar se expresa en la célula
de ensayo, en la primera variante, en la que el tercer dominio sélo puede desarrollar su actividad de activacién de una
ruta de sefializacién posterior a una proteina Ras cuando el ligando se une al segmento de unién a ligando de la proteina
de fusién analizada, todos los componentes del sistema de ensayo excepto uno, incluido ahora el ligando, se pueden
expresar de forma constitutiva en la célula de ensayo. El (los) componente(s) del sistema de ensayo cuyo(s) gen(es)
se prevé(n) bajo el control de un promotor inducible en particular sélo se expresa(n) en las condiciones de ensayo, es
decir, cuando se analiza la activacién, posiblemente producida, de la ruta de transduccidn de sefiales ras o similar a
ras, debido a la induccién selectiva del/los promotor(es) inducible(s) usado(s) en cada caso. En la segunda variante, en
la que el tercer dominio de la proteina de fusion sélo puede desarrollar su actividad en ausencia de unién de ligando al
segundo dominio de la proteina de fusion, el gen siempre se preverd, en el caso de la expresion del ligando en la célula
de ensayo, bajo el control de un promotor inducible para permitir la deteccién también en ausencia del ligando.

La deteccidn de la activacién de la ruta de transduccidn de sefiales ras se realiza, dependiendo de la estrategia de
deteccidn, de manera habitual para el experto. Si durante el ensayo las células se encuentran inmovilizadas sobre un
soporte sélido, puede resultar necesario o ttil, especialmente en el caso de la deteccién de la actividad o transcripcién
de un gen reportero o de una proteina reportera, solubilizar las células antes de la reaccién de deteccion, es decir,
desprenderlas del soporte y, dado el caso, también romperlas. Las medidas y los reactivos necesarios para ello también
son conocidos para el experto.

La invencién proporciona asimismo Kkits para el uso en los ensayos de acuerdo con la invencién que permiten, por
ejemplo, determinar rdpida y eficazmente si un ligando especifico es capaz de unirse a un receptor nuclear determinado
o0 a partes de éste.

Un primer kit de la invencién para el uso en los procedimientos de ensayo para la determinacién de la adecuacién
de una sustancia de ensayo como ligando para un segmento de receptor de un receptor nuclear, para la determinacién
de la presencia de un ligando para un segmento de receptor de un receptor nuclear en una muestra, para la determi-
nacién de la concentracion de un ligando de este tipo, asi como para la caracterizacién de compuestos como posibles
agonistas o antagonistas respecto a las interacciones receptor nuclear/ligando, comprende en cada caso las células de
acuerdo con la invencién con las propiedades descritas anteriormente en detalle en relacion con los procedimientos de
ensayo. Asi, por ejemplo, en el caso de preverse la deteccion de la actividad de un gen reportero, las células del kit
contienen adicionalmente un constructo con un sitio de unién para el factor de transcripcién que es activado especifi-
camente por la ruta de sefializacién ras cuya activaciéon debe detectarse mediante los ensayos, un promotor minimo y
el gen reportero. De forma alternativa, este kit, al igual que todos los siguientes, puede comprender un vector de trans-
formacién o de transfeccién que contiene el constructo. De este modo, el usuario del kit, en caso de elegir esta via de
deteccion, puede dotar las células de ensayo contenidas en el kit de este constructo por transformacién o transfeccion.
En otra forma de realizacion de este y todos los demas kits, el vector de transformacién o de transfeccion facilitado
por separado en el kit contiene tnicamente el sitio de unién para el factor de transcripcién y el promotor minimo en
unién funcional con éste, asi como un sitio de insercién previsto adecuadamente para la insercién de un gen reportero
que el usuario puede elegir libremente.
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Este kit, al igual que todos los siguientes, también puede contener, dado el caso, un tampén de ensayo, reactivos
para la deteccién de la activacion fenotipica de la ruta de transduccion de sefiales posterior a una proteina Ras en estas
células y/o unas instrucciones de uso, entre otras cosas.

Un kit alternativo para los procedimientos de ensayo antes mencionados comprende los siguientes componentes:

a) Células en las que al menos en determinadas condiciones no se puede activar la ruta de sefializacién poste-
rior a una proteina Ras,

b) uno o varios vectores de transformacién o de transfeccién que contienen al menos una secuencia de ADN
que codifica una proteina de fusién como se ha definido anteriormente, comprendiendo la proteina de
fusién un tercer dominio que es capaz de activar la ruta de sefializacién inactiva o inactivable posterior a
una proteina Ras en las células,

¢) dado el caso reactivos para la transformacion o transfeccion de las células con el vector de transformacién
o de transfeccion,

d) dado el caso reactivos para la deteccion de la activacién fenotipica de la ruta de transduccién de sefiales
posterior a una proteina Ras en estas células.

Otro kit alternativo permite la preparacion de la célula de ensayo con una proteina de fusién que contiene un
segundo dominio segtn el deseo individual. Comprende los siguientes componentes:

a) Células en las que al menos en determinadas condiciones no se puede activar una ruta de sefializacién
posterior a una proteina Ras,

b) un vector de transformacién o de transfeccidon que presenta en una disposicién adecuada

-- una secuencia de ADN que codifica un primer dominio de una proteina de fusién como se ha definido
anteriormente,

-- una secuencia de ADN que codifica un tercer dominio de una proteina de fusién como se ha definido
anteriormente que es capaz de activar la ruta de sefializacién inactiva o inactivable posterior a una
proteina Ras en las células y

-- un sitio de insercién dispuesto adecuadamente para la insercién funcional de una secuencia de ADN
que codifica un segundo dominio como se ha definido anteriormente, comprendiendo el vector tras la
insercion de una secuencia de ADN para el segundo dominio un gen completo para una proteina de
fusién como se ha definido anteriormente,

¢) dado el caso reactivos para la transformacion o transfeccion de las células con el vector de transformacién
o de transfeccion,

d) dado el caso reactivos para la deteccion de la activacién fenotipica de la ruta de transduccién de sefiales
posterior a una proteina Ras en estas células.

Para los dos ensayos mencionados en ultimo lugar también es vdlido que en el caso de preverse la deteccidn de
la actividad de un gen reportero, las células contenidas en el kit adicionalmente puedan contener, entre otras cosas,
un constructo que comprende un sitio de unién para un factor de transcripcidn cuya activacién se produce como
consecuencia de la activacién de la ruta de sefalizacidn ras especial cuya activacion ha de detectarse mediante el
ensayo, un promotor minimo y el gen reportero como se ha descrito anteriormente, o, alternativamente, pueda preverse,
por separado de las células, un vector de transformacién o de transfeccién con el constructo formado por el sitio de
union al factor de transcripcién/promotor minimo/gen reportero o con un constructo de otro tipo que comprende el sitio
de uniodn al factor de transcripcion y el promotor minimo y, ademads, un sitio de insercién dispuesto adecuadamente
para un gen reportero que puede elegirse libremente.

La invencién también proporciona kits para los procedimientos de ensayo de acuerdo con la invencion para deter-
minar si un polipéptido o una proteina presenta una funcién de unién a ligando de un receptor nuclear. Un kit adecuado
para esto comprende las células de acuerdo con la invencién, en el que la proteina de fusién contenida en ellas com-
prende un segundo dominio que comprende un polipéptido o una proteina que se sospecha presenta una funcién de
unioén a ligando de un receptor nuclear.

Un kit alternativo comprende los siguientes componentes:

a) Células en las que al menos en determinadas condiciones no se puede activar una ruta de sefializacion
posterior a una proteina Ras,
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b) uno o varios vectores de transformacién o de transfeccion que comprenden al menos una secuencia de ADN
que codifica una protefna de fusiéon como se ha definido anteriormente cuyo segundo dominio comprende
un polipéptido o una proteina que se sospecha presenta una funcién de unién a ligando de un receptor
nuclear y cuyo tercer dominio es capaz de activar la ruta de sefializacién inactiva o inactivable posterior a
una proteina Ras,

¢) dado el caso reactivos para la transformacién o transfeccion de las células con el vector de transformacion
o de transfeccion,

d) dado el caso reactivos para la deteccion de la activacion fenotipica de la ruta de transduccion de sefiales
posterior a una proteina Ras en estas células.

Un kit alternativo para el uso en el ensayo mencionado permite proporcionar selectivamente una célula de ensayo
con una proteina de fusién que como segundo dominio comprende un polipéptido o una proteina deseado cuya funcién
de unién a ligando se ha de analizar. Un kit de este tipo comprende

a) células en las que al menos en determinadas condiciones no se puede activar una ruta de sefializacién
posterior a una proteina Ras,

b) un vector de transformacién o de transfeccién que presenta en una disposicion adecuada

-- una secuencia de ADN que codifica un primer dominio de una proteina de fusién como se ha definido
anteriormente y

-- una secuencia de ADN que codifica un tercer dominio de una proteina de fusién como se ha definido
anteriormente que es capaz de activar la ruta de sefializacién inactiva o inactivable posterior a una
proteina Ras en las células y

-- un sitio de insercién dispuesto adecuadamente para la insercién funcional de una secuencia de ADN
que codifica un segundo dominio que contiene un polipéptido o una proteina que se sospecha contiene
una funcién de unién a ligando de un receptor nuclear,

comprendiendo el vector tras la insercién de una secuencia de ADN para el segundo dominio un gen completo
para una proteina de fusién como se ha definido anteriormente, en la que el segundo dominio contiene un polipéptido
o una proteina que se sospecha contiene una funcién de unién a ligando de un receptor nuclear,

¢) dado el caso reactivos para la transformacién o transfeccion de las células con el vector de transformacién
o de transfeccion,

d) dado el caso reactivos para la deteccion de la activacién fenotipica de la ruta de transduccion de sefiales
posterior a una proteina Ras en estas células.

En una forma de realizacion, las células presentes en los kits antes mencionados contienen adicionalmente, en el
caso de preverse la deteccién de la actividad de un gen reportero, un constructo que comprende un sitio de unién
para un factor de transcripcién cuya activacién se produce como consecuencia de una activacion de la ruta de se-
falizacion ras especial cuya activacién debe detectarse mediante el ensayo, un promotor minimo y el gen reportero
como se ha explicado anteriormente, o, alternativamente, puede preverse por separado de las células un vector de
transformacion o de transfeccion con el constructo formado por el sitio de unién al factor de transcripcién/promotor
minimo/gen reportero o con un constructo de otro tipo que comprende el sitio de unién al factor de transcripcion y el
promotor minimo y, ademas, un sitio de inserciéon dispuesto adecuadamente para un gen reportero que se puede elegir
libremente.

En una forma de realizacién preferida de la invencion, los kits de acuerdo con la invenciéon comprenden las células
inmovilizadas sobre un soporte s6lido como se ha descrito anteriormente, en particular sobre biochips. Para los criba-
dos en masa resulta especialmente adecuada la inmovilizacién de las células en las depresiones individuales de placas
de microvaloracién, de manera que se pueden realizar multiples procedimientos de ensayo separados en una placa de
este tipo. Asimismo es posible prever diferentes células de acuerdo con la invencion, es decir, especialmente células
con diferentes segundos dominios, sobre una misma placa de microvaloracién en las depresiones de determinados
segmentos.

Si las células se encuentran en el kit inmovilizadas sobre un soporte sélido, puede resultar necesario o ttil, espe-
cialmente en el caso de la deteccién de la actividad de un gen reportero o de una proteina reportera, solubilizar las
células antes de la reaccion de deteccion, es decir, desprenderlas del soporte y, dado el caso, romperlas. En este caso,
los reactivos mencionados en el punto d) para la deteccién de la activacién fenotipica de la ruta de transduccion de
sefiales ras también pueden comprenden reactivos de solubilizacidon adecuados que contienen, en especial, uno o varios
agentes humectores o tensioactivos.
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La invencién abarca ademas
- ligandos para un segmento de unién de un receptor

- compuestos que son capaces de modificar la actividad de unién de un segmento de unién a ligando de un
receptor frente a un ligando (denominados en lo sucesivo “compuestos de modificacién”), asi como

- polipéptidos o proteinas que presentan una funcién de unién a ligando de un receptor, que se han deter-
minado o hallado mediante uno de los procedimientos de ensayo de la invencion, asi como composiciones
que contienen estos ligandos, compuestos y/o polipéptidos o proteinas.

Respecto a los polipéptidos o proteinas que presentan una funcién de unién a ligando de un receptor y que se han
derivado de una molécula de origen natural o sintético para la generacién de la proteina de fusién como se define
en la reivindicacion 1, la invencién comprende tanto el fragmento con funcién de unién a ligando contenido en las
proteinas de fusion usadas de acuerdo con la invencién como la molécula o el fragmento de partida. Con el tnico
fin de aclaracion cabe sefialar a este respecto que la generacion de la proteina de fusién generalmente se realiza por
expresion de una secuencia de 4dcido nucleico que codifica esta proteina de fusién en una célula. Por consiguiente, la
derivacién de un polipéptido o proteina con una funcién de unién a ligando de un receptor de una molécula de partida
mds grande generalmente se produce de forma andloga a nivel de dcido nucleico, aprovechando para la expresion de
la proteina de fusion dnicamente uno o varios segmentos de la secuencia de dcido nucleico que codifica la molécula
de partida y realizando, dado el caso, una clonacién siguiente para afiadir segmentos que codifican componentes o
segmentos adicionales de la proteina de fusién. En el marco de la derivacion también se pueden efectuar una o varias
modificaciones pequefias de la secuencia de 4cido nucleico en la secuencia de partida o en el o los segmento(s) de
acido nucleico, preferentemente de forma que la molécula de acido nucleico resultante todavia hibride en condiciones
restrictivas con la correspondiente molécula de dcido nucleico de partida.

Por lo tanto, la invencién también comprende un procedimiento para la identificacién de polipéptidos o proteinas,
especialmente de receptores, que presentan una funcién de unién a ligando de un receptor, que comprende:

- la preparacién de una célula de acuerdo con la invencién con una proteina de fusién que presenta las
caracteristicas descritas en la reivindicacién 1 y que comprende este polipéptido o proteina en su totalidad o
una parte de este polipéptido o proteina que supuestamente contiene los segmentos de secuencia esenciales
para la funcién de unién a ligando, y

- la realizacion del procedimiento de ensayo in vivo de acuerdo con la invencién mediante esta célula para
detectar si un polipéptido o una proteina presenta una funcién de unién a ligando de un receptor nuclear,
asi como las moléculas identificadas mediante este procedimiento.

La invencién abarca igualmente

- el uso de los ligandos, compuestos de modificacién y polipéptidos o proteinas antes mencionados, identi-
ficados mediante los procedimientos de ensayo de acuerdo con la invencién, como medicamentos, dado el
caso tras formularlos con coadyuvantes y/o vehiculos habituales en este campo, asi como

- el uso de los ligandos, compuestos de modificacion y polipéptidos o proteinas como sustancias de refe-
rencia para el desarrollo de ligandos, compuestos de modificacién y polipéptidos o proteinas derivados de
ellos, especialmente por derivatizacion, en particular de aquéllos que presentan una actividad equivalente o
mejorada respecto a la sustancia de referencia correspondiente.

Por lo tanto, la invencién comprende también un procedimiento para la preparacién de ligandos, compuestos
de modificacién, polipéptidos o proteinas mediante una derivatizacién tinica o multiple, partiendo de los ligandos,
compuestos de modificacidn, polipéptidos o proteinas identificados mediante los procedimientos de ensayo de acuerdo
con la invencién. Dado el caso, este procedimiento puede comprender adicionalmente los pasos

- ensayar también los ligandos, compuestos de modificacién, polipéptidos o proteinas obtenidos por deriva-
tizacion respecto a la funcién de ligando o la funcién de unién a ligando mediante los procedimientos de
ensayo de acuerdo con la invencién, y/o

- formular los ligandos, compuestos de modificacién, polipéptidos o proteinas obtenidos por derivatizacion
de manera habitual como medicamentos.

La invencién abraca asimismo los ligandos, compuestos de modificacion, polipéptidos o proteinas obtenidos me-
diante este procedimiento, es decir, los derivados funcionales obtenidos mediante este procedimiento.

Para el uso como agentes para la terapia génica que deben provocar, en especial en células humanas o anima-
les, la expresion de un polipéptido o de una proteina que presenta una funcién de unién a ligando de un receptor,
en particular de un receptor nuclear, la invencién comprende asimismo moléculas de dcido nucleico que se obtienen
a partir de un polipéptido o una proteina, en especial de un receptor, identificado mediante los procedimientos de
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ensayo, de identificacion, de cribado o de preparacién de acuerdo con la invencién, mediante un procedimiento que
comprende proporcionar el gen que codifica el polipéptido o la proteina, o una parte de éste que comprende al menos
los segmentos de secuencia de dcido nucleico esenciales para la actividad del polipéptido o proteina codificado, en
forma esencialmente pura, es decir, en particular esencialmente exenta de otros dcidos nucleicos innecesarios o incluso
perjudiciales para el uso como agente para la terapia génica. Este procedimiento puede requerir, en caso de descono-
cerse, la identificacion previa del gen que codifica este polipéptido o proteina. En particular, el procedimiento puede
comprender adicionalmente los siguientes pasos:

- determinar, en caso de desconocerse, la secuencia de aminodcidos del polipéptido o de la proteina, espe-
cialmente del receptor, y/o

- identificar, en caso de desconocerse, el gen que codifica este polipéptido o proteina y determinar al menos
la secuencia de los segmentos codificantes de este gen,

- efectuar, dado el caso, modificaciones en la secuencia de dcido nucleico obtenida, por ejemplo para adaptar
el uso de codones al del organismo receptor deseado, introducir mutaciones o eliminar secuencias intréni-
cas, y

- formular la secuencia de dcido nucleico, dado el caso modificada, en forma de un agente para la terapia
génica.

En un sistema experimental de la invencién usado actualmente con preferencia, una proteina Ras mutada (Ha-Ras
(61L)) que forma parte de la proteina de fusién codificada por la secuencia de acido nucleico carece de la secuencia
de farnesilacion, que es responsable de la localizacioén de la proteina en la membrana. Como sistema celular que es
inactivo en una ruta de transduccién de sefiales ras o similar a ras se usa la cepa de levadura cdc25-2. Como se ha
explicado, la proteina Ras no es funcional en estas células a una temperatura restrictiva de 33 a 37°C, tipicamente
de 36°C, como consecuencia de la ausencia de un factor de intercambio de nucledtidos de guanina funcional (GEF;
“guanyl nucleotide exchange factor”). La expresion de una proteina Ras funcional asociada a la membrana en fusién
con un receptor nuclear y/o con partes de éste se puede detectar porque las células de levadura pueden crecer a las
temperaturas restrictivas mencionadas independientemente de la presencia de una proteina GEF funcional siempre que
esté presente un ligando apropiado para el receptor nuclear expresado.

Para explicar con mas detalle la invencidn sigue ahora la descripcién de un ejemplo.
Material y métodos

Como vector bdsico sirve un vector con un gen marcador (Ura) y un promotor inducible por galactosa (GALI) para
el gen de fusion que se ha de expresar. Como se muestra esquematicamente en la fig. 2, la secuencia de ADN que se
ha de expresar codifica:

1. una sefal de miristilacién,
2. el dominio de unién a ligando del receptor de estrégenos humano (aminodcidos 282 a 595),

3. la Ha-Ras humana (L61), que es activa de forma constitutiva y carece de la denominada caja CAAX, la
sefial de farnesilacién para la localizacién en la membrana.

Crecimiento y manipulacion de la levadura

Se usaron protocolos de transformacién y manipulacién de levadura convencionales (véase, por ejemplo, Hill y
col. (1991), NAR 19, 5791). Las células se sembraron en placas con un medio minimo de glucosa que contiene los
aminodcidos y nucledtidos necesarios (20 mg/l de histidina, 100 mg/l de leucina, 20 mg/1 de tript6fano, 20 mg/1 de
uracilo, 10 mg/1 de sulfato de adenina), 2% de glucosa, 0,5% de NH,SO,, 0,17% de extracto de levadura y 4% de
agar, o con un medio de galactosa (1,7 g/l de nitrégeno asimilable por levaduras sin aminodcidos, 5 g/l de sulfato de
amonio, 30 g/l de galactosa (> 99%), 20 g/l de D-rafinosa, 20 g/l de glicerina (100%), 30 g/l de agar bacteriol6gico).

Como control se sembraron clones en placas con medio YPD (1% de extracto de levadura, 2% de bactotriptona y
2% de glucosa). El medio YPD no contiene galactosa, de modo que no deberia producirse la expresion de la proteina
de fusion. Como era de esperar, los clones transformados con éxito no mostraban proliferacién celular en cultivo sobre
este medio cuando se afiadia el ligando estrégeno.

Se realizaron réplicas en placa con un plaqueador de réplicas de terciopelo. Después de la transformacién con el
vector de 4cido nucleico antes descrito, las células se sembraron en placas con glucosa y se incubaron entre tres y
cuatro dias a una temperatura no restrictiva de 25°C. A continuacién se inocularon diferentes medios liquidos (con y
sin estrégeno) con 3 clones independientes, respectivamente, se incubaron entre 12 'y 16 h a 37°C y a continuacién
se detect6 el crecimiento de las levaduras en los diferentes medios liquidos por medicién fotométrica de la densidad
Optica a 600 nm. La tabla siguiente muestra un resumen de los medios seleccionados y los resultados obtenidos.
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TABLA 1
Deteccion del crecimiento de las células de levadura cdc25-2 en funcion de diferentes concentraciones de estrogeno
en el medio
Medi | Medio |Medio| Medio | Medio | Medio | Medio | Medio
o) Glu Gal Gal Gal Gal Gal Gal
Glu + E - E + E + E + E + E + E
- E (10° {107 {107 (10° (107 (107
SM) GM) 7M) 8M) QM) 1°M]
252 + + + + + + + +
C
378 - - - + + + +/- -
C
Medio Glu: medio con glucosa
Medio Gal: medio con galactosa
E: estroégeno
- ausencia de crecimiento de las levaduras
+: crecimiento de las levaduras
+/ - crecimiento débil de las levaduras
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REIVINDICACIONES
1. Proteina de fusién que comprende al menos tres dominios, en la que

- un primer dominio media la localizacién de la proteina de fusién en la membrana en un contexto celular y
presenta o deriva de una secuencia de aminodcidos de una sefial de localizacién en la membrana o de un
dominio transmembrana,

- un segundo dominio presenta, o supuestamente presenta, una funcién de unién a ligando de un receptor
nuclear y comprende o deriva de una secuencia de aminodcidos del segmento de receptor de un receptor de
esteroides, un receptor huérfano, un receptor de vitaminas, un receptor de tiroxina, un receptor de dioxina
o un receptor de 4cido retinoico,

- un tercer dominio presenta una actividad capaz de activar una ruta de sefializacién posterior a una proteina
Ras en una célula y comprende una secuencia de aminoécidos que deriva de la secuencia de aminoacidos de
una proteina Ras presente en la naturaleza o de un factor de intercambio de nucleétidos de guanina presente
en la naturaleza,

caracterizada porque en ausencia de unién de ligando al segundo dominio de la proteina de fusidn, el
tercer dominio no puede desarrollar, pese a su localizacidon en la membrana, su actividad de activacion de
una ruta de sefializacién posterior a una proteina Ras en la célula, pero en el caso de unién de ligando al
segundo dominio, se produce un cambio conformacional con efectos sobre el tercer dominio de manera que
el tercer dominio puede desarrollar su actividad de activacién de una ruta de sefializacién posterior a una
proteina Ras en la célula.

2. Proteina de fusién segun la reivindicacién 1, caracterizada porque el primer dominio presenta o deriva de la
secuencia de aminoacidos de una sefial de farnesilacidn, una sefial de miristilacion o una sefial de prenilacién.

3. Molécula de ADN que codifica la proteina de fusion segin la reivindicacién 1 6 2.

4. Vector, en especial plasmido, c6smido, genoma de virus o de fago, que comprende al menos una molécula de
ADN segtn la reivindicacién 3.

5. Célula eucaridtica unicelular que comprende una proteina de fusién segun la reivindicacién 1 6 2, caracterizada
porque cuando se une un ligando al segundo dominio de la proteina de fusidn, el tercer dominio no puede desarrollar,
pese a su localizacion en la membrana, su actividad de activacion de una ruta de sefializacion posterior a una proteina
Ras en la célula, pero cuando el ligando se disocia del segundo dominio, se produce un cambio conformacional con
efectos sobre el tercer dominio de manera que el tercer dominio puede desarrollar su actividad de activacién de una
ruta de sefializacidn posterior a una proteina Ras en la célula, y porque en ausencia de la proteina de fusion no se puede
activar, al menos en determinadas condiciones, una ruta de sefializacion posterior a una proteina Ras en la célula.

6. Célula segun la reivindicacion 5, caracterizada porque la célula es una célula de levadura.
7. Célula segtn la reivindicacion 6, caracterizada porque la célula es una célula de levadura sin pared celular.

8. Uso de una célula segtin la reivindicacién 5 en un ensayo in vivo para detectar si un compuesto es capaz de
modificar la actividad de unién de un segmento de receptor de un receptor nuclear frente a un ligando, caracterizado
por los siguientes pasos:

(a) Poner en contacto el ligando con las células segiin la reivindicacién 5 en presencia del compuesto, en unas
condiciones en las que el compuesto puede difundir hacia el interior de las células o es producido por las
células y en las que, en ausencia de la proteina de fusion, no se puede activar una ruta de sefializacién
posterior a una proteina Ras en las células,

(b) analizar siy, dado el caso, en qué medida se ha efectuado una activacién de la ruta de sefalizacién posterior
a una proteina Ras,

(c) comparar el resultado del andlisis del paso (b) con el resultado de andlisis que se obtiene cuando el ensayo
se realiza en ausencia del compuesto.

9. Uso segtn la reivindicacion 8, en el que en el paso (a) se usan células en las que la ruta de sefializacion inactiva
posterior a una proteina Ras es una ruta de sefializacién que actda sobre el ciclo celular y cuya activacion es esencial
para la proliferacion celular y el paso (b) comprende analizar si y, dado el caso, en qué medida las células son capaces
de proliferar en las condiciones mencionadas, indicando el caso en el que la comparacién en el paso (c¢) da como
resultado un aumento de la proliferacion celular en presencia del compuesto un efecto agonista para el compuesto e
indicando el caso en el que la comparacion en el paso (c) da como resultado una reduccién de la proliferacion celular
un efecto antagonista del compuesto.
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10. Uso de una célula segin la reivindicacién 5 en un ensayo in vivo para detectar si un polipéptido o una proteina
presenta una funcién de unién a ligando de un receptor nuclear, caracterizado por los siguientes pasos:

(a) Poner en contacto las células segun la reivindicacién 5 con el ligando en unas condiciones en las que, en
ausencia de la proteina de fusién, no se pueda activar una ruta de sefializacién posterior a una proteina
Ras en las células, comprendiendo la proteina de fusién contenida en las células un segundo dominio que
comprende el polipéptido o la proteina que se ha de analizar y un tercer dominio que es capaz de activar la
ruta de sefializacién inactiva posterior a una proteina Ras en las células cuando se une el ligando al segundo
dominio,

(b) analizar si se ha producido una activacion de la ruta de sefializacién posterior a una proteina Ras, indicando
la deteccion de una activacioén de la ruta de sefializacién posterior a una proteina Ras que el segundo
dominio de la proteina de fusién y, por consiguiente, el polipéptido o la proteina que se ha de analizar
presenta una funcién de unién a ligando de un receptor nuclear.

11. Kit para el uso en un ensayo o en un procedimiento de cribado segiin una de las reivindicaciones 8 a 10,
caracterizado porque comprende

(a) las células segun la reivindicacién 5, asi como

(b) dado el caso uno o varios vectores de transformacién o de transfeccién que contienen al menos una secuen-
cia de ADN que codifica una proteina de fusion segun la reivindicacion 1 6 2,

(c) dado el caso reactivos para la transformacion o transfeccion de las células con el vector de transformacién
o de transfeccion,

(d) dado el caso reactivos para la deteccién de la activacién fenotipica de la ruta de transduccién de sefiales
posterior a una proteina Ras en estas células.

12. Kit para el uso en un ensayo segiin una de las reivindicaciones 8 a 10, caracterizado porque comprende los
siguientes componentes:

(a) las células segun la reivindicacidn 5,
(b) un vector de transformacién o de transfeccion que presenta en una disposicién adecuada

- una secuencia de ADN que codifica un primer dominio de una proteina de fusién como se ha definido
en la reivindicacién 1 6 2,

- una secuencia de ADN que codifica un tercer dominio de una proteina de fusiéon como se ha definido
en la reivindicaciéon 1 6 2 'y

- un sitio de insercion dispuesto adecuadamente para la insercion funcional de una secuencia de ADN
que codifica un segundo dominio como se ha definido en la reivindicacién 1 6 2,

comprendiendo el vector tras la insercién de una secuencia de ADN para el segundo dominio un gen completo
para una proteina de fusioén segun la reivindicacién 1,

(c) dado el caso reactivos para la transformacién o transfeccidn de las células con el vector de transformacién
o de transfeccidn,

d) dado el caso reactivos para la deteccion de la activacion fenotipica de la ruta de transduccion de sefales
posterior a una proteina Ras en estas células.

13. Kit para el uso en un ensayo segun la reivindicacién 10, caracterizado porque comprende los siguientes
componentes:

(a) las células segun la reivindicacién 5,
(b) un vector de transformacién o de transfeccién que presenta en una disposicion adecuada

- una secuencia de ADN que codifica un primer dominio de una proteina de fusidn tal y como se define
en la reivindicacién 1 6 2, y

- una secuencia de ADN que codifica un tercer dominio de una proteina de fusién como se ha definido
en la reivindicacion 1 6 2 'y
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- un sitio de insercion dispuesto adecuadamente para la insercién funcional de una secuencia de ADN
que codifica un segundo dominio la proteina de fusién segtn la reivindicacién 1 6 2,

caracterizado porque tras la insercién de una secuencia de ADN para el segundo dominio el vector
comprende un gen completo para una proteina de fusion segun la reivindicacién 1 6 2 que se sospecha
presenta una funcién de unién a ligando de un receptor nuclear,

(c) dado el caso reactivos para la transformacion o transfeccién de las células con el vector de transformacion
o de transfeccidn,

d) dado el caso reactivos para la deteccion de la activacion fenotipica de la ruta de transduccion de senales
posterior a una proteina Ras en estas células.

14. Kit segun la reivindicacion 13, que comprende adicionalmente:

un vector de transformacion o de transfeccién con un constructo que comprende
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- un sitio de unién para un factor de transcripcidn cuya activacién se produce como consecuencia de

la activacion de una ruta de sefializacion ras especial cuya activacion se ha de detectar mediante el
ensayo,

un promotor minimo y

un sitio de insercién dispuesto adecuadamente para una expresion regulada por el promotor minimo
para la insercién de un gen para una proteina reportera,

activandose el promotor minimo como consecuencia de la unién del factor de transcripcion activado a
su sitio de unidn.
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