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YPLRINUSTAEA ¥ CONICTO
* Radicacion : 04129229 GODONDOS Folioss 194
Fecha (A)s 200A-18-28 17:20055
industria v Comercio Tranite 3 811 PCT-PRTENT 379 FASE MACT 45) PRESENTAC
SUPERINTENDENCIA Dependencia: 2050 DIVISION BE MRS CRLACIGNES

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

[4)] SOLICITUD DE:
X Patents de Invencién. [] Patents de Modelo de Utiidad.

[ capitior. X capiuio i

Nombre: SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

... Mullerstrasse 178
Direccion: o_13342 Ber1in, Alemania

Nacionalidad o Domicilio: Ber1in, Alemanfia
Lugar de Constitucion: Alemania

IDENTIFICACION
cc. O NT O

Teléfono: Fax:
E-mail:

Nombre: GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO IDENTIFICACION
Direccion  Cra. 11° No. 94-76 — OF. 308 cC. NT [

Teléfono: 6161948 Fax 6163976
E-mail: Namero 2.878.023 TP 5903

@ Nombre: PAN Junliang

INVENTOR (ES) o
— Direccion 1220 Brewster Drive, E1 Cerrito

Nacionalidad o Domicilio; CA 94530 Estados Unidos

@ PCT (88)
Solicitud Intemacional No,.  PCT/US03/16741 Fecha Mayo 28 de 2003

Publicacin Intemacional No. "0 93/102135 A2 Fechg Diciembre 11 de 2003

® Titulo (54) _ SECUENCIAS DE CONTROL DEL GEN DE CORINA HUMANO.

@ Clasificacion Intemaclonal (51) "<" /00 ~pIH *fo
(33)PaisdeOrigen | (32)Fecha | (31)Numero de Solicitud
Estados Unidos [Mayo 31, 2002 | 60/384,108

®  Comprobants de pago No. 2¢/ - 99,699

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario , ver reverso de esta pagina.




ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud
Documentto que acredita existencia y representacién legal cuando el solicitants s6a persona jurilica.
Poderes, si fuere el caso.
Documento de cesion del inventor al solicitants o a su causants.
Dedaraciones
Copia de {a sofickud intemacional. (Resumen, descripeion, reinvidicaciones, dibujos)
Traduecion de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcion, reinvidicaciones, dibujos)
Copia del examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen Prefiminar (IPEA).
Traduecin del examen preliminar intemaclonal efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.
De ser ol caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades Indigenas
De ser ol caso, certificado de deposiio del material biologico
Arte final 12x12,
De ser el caso, informacin sobre otras socitudes de patents o tiiulos obtenidos en el exiranjero por el mismo titular
0 su causants, relacionadas parcial o totaimente con.ka invencion de esta solicitud.

De ser el ¢z .modlllcacmesefactuadasahsolmldlmmml
Otros Reporte de Blsqueda Internacional.

HO OO0 D0 edbdadbedl Tadbdbedl>d

(12) Solicito la conceslon de la patents,




Continuacién nombre, direccién y domicilio de Inventores:

Nombre Direccidn Domicilio

WU Qingyu / 1153 Camino Vallecito, Lafayette, CA 94549-2844
Estados Unidos



Otros anexos que se acompafian a la solicitud.

Copia formulario PCT/RO/101 correspondiente a la presentacion de la solicitud

internacional.

Copia formulario PCT/IB/304 correspondiente a la notificacién relativa al envio o
transmisidn del documento de prioridad.

Copia formulario PCT/IB/301 correspondiente a la notificacién o recibo de la copia de

archivo.

Tabla de secuencias.



SPERINDUSTRIA ¥ CONERLTE
Kadicacion 1 OAIR932S 0000000 Falios: 154
Fecha G9D): 2OBA-12-28 1ThBdySS
Tramite 1 OLf PCT-POTENT 209 FRSE WACT 414 PRESENTAC
Bependencias 2000 DIVISION BE NUEVAS CREACIANES

SUPERINTEMDENCIA DE INEUSTRIA Y CORERCIO

NIT : BO0174089-2

RECIBO OFICIAL DE CAJA : 04 - 99,0%
FECHA + DICIENSRE 27 DE 2004

st CONSTONACION 28

DEPOSITANTE TIPO PABD

BANCO CUENTA Ho. MBD FECHA P80 Vr. PASO

PRIETO GUTIERREI Y CARRIZCOMSIGMACION

BANCD POPULAR  030-00110~b BB 2715212004 4,434,000.00

it C 0O W C EP T O st

CANT. RENTISTICO COMCEPTO TOTAL CONCEPTO
i 30003-01-01 BOLICITUEER i TRANITES D€ 80L, DE PATENTE 2€ N 422,000.00
ALY 8 422,000.00
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA

Berlin, 23 de Agosto de 1999 No. 05/99

El suscrito ENCARGADO DE LAS FUNCIONES CONSULARES Dzi:.
CONSULADO GENERAL DE COLOCMBIA EN BERLIN, Republica
Federal de Alemania

CERTIFICA:

1. Que el sefior GETFERDT, quien autoriza el documento
anterior, ejercia legalmente en la fecha alli indicada,
las funciones del Presidente Encargado del Tribunal

‘Regional de Berlin, y gque la firma y sello que en el

SE

- e e T = = S

r PAGADC TS S € 1A
¥ DERSCHUS & dHULAASD
0F,90.

P il

documento aparecen como Ssuyos 8son los que usa y
acostumbra en sus actos oficiales.

2. Que tuvo a la vista las pruebas de que la Compailia
SCHERING AG domiciliada en Berlin, Repiblica Federal de
Alemania, existe legalmente, y que actualmente ejerce
su objeto social de acuerdo con las leyes del
respectivo pais.

3. Que los sefiores UNE HARTMANN y WALTER KLOSE quienes
firmaron el poder que precede, estidn autorizados para
representarla en este acto y otorgar el certificado.

El Encargado de 1las Funciones Consulares no asume
responsabilidad alguna por el contenido del documento.

; rgado de las Funciones
i Consulares

P e il
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Tauentzienstr, 15, 10789 Berlin
TEL 030-214 751 63 - 030-214 751 64 - FAX 030-214 751 03
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PARA PATENTES, MARCAS Y LICENCIAS FARMACEUTICAS

FOR PATENTS, TRADE MARKS AND PHARMACEUTICAL LICENSES

The undaraignsd

astioy ou bahalf of and reprassnting

baraey sppoint/s

domigiliad In Bogeid Bepublle of Colombia.

a8 our trus and legsl sttorusys with ths necemary powars; 1)
to apply ta the sdministrative, Judicial and pelics authoritied
of the Rapublic of Colombia. In sny Iinstance or appeal
fm obialning letter patsntd. industrin]l designs and models,
tradamark reglstrations, rgistration of eommaercial namas as
walt a8 their umighmania, extenslons, rengwils and chingss
of nams; 2) to prepare, spply for, obtain, szacuts and register
contracts, liceDses, suthorizations and registrations of
any kind: J3) Intervens as plaintiffs or defendants, in
any insance or appsal, befors any Judgs, court, tribunal,
cyfporaiaey, publle o/ficss or suthority In any judicial,
adminiatrative or polies action, sueh ss: actions deanling
with coamercial names; oppoditions agalnst Urademark
registrations; eadueity and nullity actions; recovery actiona,
agtigns arising from ehtainment aod esploitstions of
licanses: actions dealing with unfair comrwtitisn: eximinal
satipmg; sctions caiming indemhity for ¢amages; claims or
remuks on patsnt applications, industrial designs and
modsls: the periormance of precaulionary messurss, and
in sy olher similar petion. mesaurss or appaals rolated
ta industrial property mattars.

To this affect, [ (we) hareby authorise him (them) 0
Nis applications, maky dasscriptions, uMedmMents, protesis,
Asclarations, oppositisns. cafcsiintions, appeis and claimas;
10 YAy iazss, Quotss and liens as provided by aw; to
wiive or atansdon grasited rights or righta in process af
bolmg gmated, to recaivs all kind of dbcumanis and
sscuvitiss; 1o lasus the respective relussss and. in ganersl,
to taks, bafore mald Authnrities, pertinent staps to Lhs
above mantionsd purposss and taks s}l messurss ha (they)
mAy &I oohveniemt to proleet my (our) imteresis. with
all' othar nmecessary ‘lagal' facuultiys, 'and I (ww) hareby
decinre as good and vald whatever tha stiorneys ahould
4o w my (our) banefit.

This powsr coraprises tha suthority o ratify er confim
oD my (our) behalf any actions. as well as the faculty of
recelving. deslsting, tranascting, compmmislng, substitutiog
and revoking substitutions, taZing notifications and appoint-
ing judiclal ar extrajudiclal atrorneys.

Slgued 1n

On this day of 19

SCHERING AKTTENGESELLSC

Yolnosotroa)

Ur. Uwe Harimann y Or. Walter Klose

obrando & nambrs ¥y mpremntaciom de
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

con domicilio an

Millerstr. 178 "
D-13353 Berlin / Germany

nombro{amos) s
GUSTAYO HOLLMANN RESTREPQ y/o
LULIS PATIND LEYYA

damigiliadots)} sn Bagetd, Rapdblica de Colembis, sn
Cra, 11A No. 94-76 - Of. 308

apodersdos verdadaras y lagales emm poder sapecial amplio
¥y sullcients: 1) Pars resabar de las oficinas y autoridadas
colomblanas, sdministratives, judiciales y ds pelicia, sm
sualquisr instancia o recurso, In obtancidn de patsntas de
invencidn, de flbujos y modelos industrisies, ragistro da
marcas, dspieito de nombres comerciales y ensafisa, asf
COMO FUS WAMpANGS, DROfTOgRS, Trenovactionss ¥ cambios de
nombra; 1) elaberar, tramitar, solicitar, obtanaer, realizar,
ejecutar ¥y registrar contrates, llcemeiss, asutorisaciones ¥
mgistras de cuslasguisre clasm: J3) latarvenly como deEman-
danig ¢ comd Jdemandade an oualjulsr instancia ¥ recursd
7 saota cualquiar jurs, satidad, corparscidn, funcinmario
plblico o "sutoridad o acaiones judicialss. ndministrativas
y da palicia, tales como scciones dérivadas del nombre eo-
mercial. oposiciin al ragistro de marcas; acclones de endu-
cided y nulidad; acclonsa relvindicstorias: scclanes derivadas
ds 1 obtanddn o saplotacidn de lleeteias: Acriones dé com-
patsnoia deslenl; demandas psnaiss y civiles; sorionse de
indamnisaciin da perjuicios, reciaumos u ohearvaaipnes & soli-
clrudss de patenites, modselos ¥y dibujos industriaies; an el
sjeruicio de mdidas cautslares ¥ oft Otfas Lcuipnes, medidas
0 recursos similared relacionados con ia propledad Lodustrial.

A sutla ofects, lvis) Ianitoiwsos) para sisvar svlicitundes,
lormular demripciones. enmigndss prolastas, declarseiones,
oposiciones, cancalacione, spelacionss y reclamon: pagar im-
putstoa, Cuoior ¥ Eravhmenss prescritos por la lay: resunciar
8 desistir a derechoa conesdidos 0 (B curso de concealdn:
reciblr toda clam de documentos y valorse dando el daecargo
reapaetivo, ¥, so genarul, pars dar anta dichas autoridades
todos loa pascs Rnecssarios sl efscto Indioado ¥y tamar todas
1as medidas que sTeyeren conducemtss al resguardo de mis
{Duestros) interasas, con todas laa damis Mnculiades Race-
marias, y par asts docrumenio dsmds ahars declarofamos)
vilhio ¥ buene todo cuanto los spodarados hicleren su ml
inysstro benelicio. -

Este poder camprands la focultad ds matificar o penflimar
on mi{nuestro) naubre lo actusde, Al como la Tacultad de
deaistir, transiglr, comprometar, sistituir ¥y revocar austitu-
chonas, recibir notificaciones ¥ noe
o sutrajudiciales.

Firmads an

PPEY




CONSULAR CERTIFICATION

Tha undemsigned Conmil ecartifies: that the precading
sigoaturefs) resding

is (are) authentle; that the asignar(s) st present flls
(i) the poaition of

that ha (thay) is (are) smpowersd o grant this power;
and that sald sompany sxists and i erganised in

n aoccordatiew with the lawe of

All the foregoing facts sre known te the Consul dus to
his baving examined the reapectivea documenis to which
ha, the Comsul, attosta,

: conforme a lag leyos de

l. .

CERTIFICACION CONSULAR
S0CIEDADER

E infreserito Cénsul certifisa: que la{s) firma(s) que
antecede(n) ¥ dice(n)

es{son) auténtica(s): qua ael{lce)} mignatariois) dessmpe-

i Sa(n) actunimente el{los) cwpe(n) ds

que tisne(n) facultad pars otorgar esta poder: 7 que dichs
conpafils sxiste ¥ esth crganissds en

Todos los hechoy antariores ls gonstsn, par haber wzami-
nado los documsntos respentivos ¥ de tedo clie ds fe. 1'

\



Die vorstehanden, heute vor mir gefertigten Unterschriften der mir persdnlich bekannten
Prokuristen,

1. Dr. Uwe Hartrr:’a'nn.
2. Dr. Walter Klose,

- beide geschéaftsansassig in 13353 Berlin,
MQllerstraie 178 -,

beglaubige ich hiemit.

Zugleich bescheinige ich aufgrund des mir vorliegenden beglaubigten
Handelsregisterauszuges zum Aktenzeichen 3 HRB 283 des Amtsgerichts Berlin-
Charlottenburg vom 17. Junl 1989, dafl dle vorgenannten Herren ails Prokuristen
gemainsam zur Vertretung der Schering Aktiengeselischatt, Beriin, berechtigt sind.

Ich habe den Beteiligten das Mitwirkungsverbot das § 3 Abs. 1 Nr. 7 BeurkG erlautert.
Meine Frage, ob eine meine Mitwirkung an der Amishandiung sausschiieRende
Vorbefassung vorliege, wurde von den Beteiligten vemeint.

Berlin, den 11. August 1999
Urkundenrolie-Nr. 856/1989

‘\\“\ @V\‘UV
\

\\\ 0 L a ‘:i n
Kostenrechnung
§§ 141, 154 KostO !
Geschéfiswert: 20.000.00 DM
Beglaubigungsgebhr §451 25,00 DM
Wegegeblhr § 58 25,00 DM
Geb(hr fr Vertretungsbescheinigung § 150 25,00 DM
16 % Mehrweristeuer 12,00 DM

4200 DM

{jo o f

Notarin

ry



; Die Echtheit vorstehender Unterschrift der Notarin
/
_ﬁ 'Elisabeth Quack
/ : _
/ in Berlin und die Echtheit des beigedrilickten Dienstsiegels werden
f . hiermit bestéitigt. Zugleich wird bescheinigt, daB die Vorgenannte
’ zur Vornahme der Amtshandlung gesetzlich befugt war.
/ .
; Berlin, den 17, August 1999
/
: ’
Der Présjident des Landgerichte
V4 P
’{.’ Im Aufisage -
' 4
--“F)‘!"

=~

N

Qg\ SV

(Ge tf rdt)
Richterin am Landgericht

\

!

9101 E-F. 2233/99

Geblhr: 25,00 DM

gezahlt . m

Berlin, den 17. August 1999 ﬂ&l:%DO GEE:_%ME iww
%‘, El suacrfio Cémsud Gm! ral de Colombls CERTIRCA:

Jubimae - 5ed Gue __5:._6__4(_0_':.9!!__.__-@ outoriza of
) presenie sjorce lagaimonie an lo facha ol expresada
los fnclones, ShCovacdle ol Ples alonte
. dkLhdbangl_Jﬁguzsg£_¢k483g£h¢
¥ que la firmu y wAlo qua on ol documenio a COmD SuUyas

o »G y ucostumbra 4n sus actos oficiales.
E‘"C.!.- ur.:mu,nu resporsandidad 2'_""" por ol contenido
o,
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Traduccidn oficial del alemdn de la notarizacidén (Registro
Notarial No. 656/1999) y de la legalizacidn de firmas corres-
pondientes al pocder de la compafiia SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

domiciliada D-13353 DBerlin, Repiliblica Federal de Alemania.

Por medio de este documento autentico oficialmente las firmas
gque aparecen anteriormente, ejecutadas en presencia mia el
dia de hoy por los Apoderados

1. Dr. Uwe Hartmann,

2. Dr. Walter Klose,
ambos con domicilio de negocios en Mullerstrasse 178, 13353

Berlin, y conocidos personalmente por la suscrita Notaria.

Al mismo tiempo, con base en el extracto autenticado del Re-
gistro Comercial HRB 283 Acta 93 del Juzgado Municipal de
Berlin- Charlottenburg fechado el 17 de Junio de 1999, certi-
fico gue los mencionados Sefiores en su calidad de Apoderados

estdn autorizados para representar conjuntamente a la compaiiia

Schering Aktiengesellschaft domiciliada en Berlin.

Yo les expliqué a los involucrados las prohibicidn de co-par
ticipacidn descrita en el Articulo 3 Inciso 1 Numeral 7 de la
Ley de Certificaciohe;‘Notariales. Ellos contestaron negati-
vamente mi pregunta acerca de si existia una prohibicidén que

excluyera mi co-participacidén en este acto oficial.

Berlin, Agosto 11 de 1999

Registro Hotarial No. 656/1999%

Elisabeth Quack, Notaria en Berlin

(Firma y Sello OFficial)




10

Nota de gastos:

Articulos 141, 154 Disposicidn de Impuestos

Valor del neqocio: 20.000,-- DM

Derechos por autenticacidn Articulo 451 25,00 DM
Derechos por concepto de porte Articulo 58 25,00 DM
Derechos por Cert. de Representacidn Art. 150 25,00 DM
16% Impuesto sobre el Valor Agregado 12,00 DM

Total: 87,00 DM

Ellsabeth Quack, Notaria (firma)

Se confirma la autenticidad de la firma que aparece an-
tériormente, la cual pertenece a la Notaria Elisabeth
Quack en Berlin, y también la autenticidad del sello
oficial que aparece al lado de dicha firma. Al mismo
tiempo, se certifica que la persona mencionada se en-
contraba legalmente autorizada para la ejecucidn de ese acto

oficial.

Berlin, 17 de Agosto de 1999

»

Getferdt, Representante del Presidente Tribunal Regional

(Firma y Sello Oficial)

910 E-F. 2233/99

Impuesto: 25,00 DM pagado

Berlin, 17 de Agosto de 1999

La inspectora de Impuestos (firma iledy

El documento traducido del alelg ag”legalizado |
bajo el No. 322052 y bajo el No.

Octubre de 1999 en la Oficina de Legalizaciones d

Ministerio de Relaciones Exteriores. 2{ &:L-

ADOLF WATZKE
Tradustor Ofieial
Reg. B429 Winjn.-s:;.



VI090R 10 44VINTY

_u._:& 521 K K

ge: Z 120 ¥l

21X31.138 GVOIIGYSHCIS
IRARY IS

YOYI08) S oY
YR3IWES30 CLN TN
13 N3 WYY VB Yo,
337¥m 310df
ALZELE

— SH0IEL
SINGIIVIIR J0 QiB3LSINIH



COLOMBIA
DOCUMENTO DE CESION
ASSIGNMENT DOCUMENT

Los suscritos,
(We, the undersigned)

1) JUNLIANG PAN

con domicilio en El Cerrito, California, Estados Unidos de América

(domiciled in)

2) QINGYU WU

con domicilio en Lafayette, Califomia, Estados Unidos de América

declaramos que somos los inventores de la invencién que lleva el titulo
(declare that we are the inventors of the invention titled)

CONTROL. SEQUENCES OF THE HUMAN CORIN GENE

y que hemos cedido el derecho sobre esta invencién en Colombia, junto con los privilegios
(and that we have assigned our rights over this invention in Colombia, together with its

privileges)
y anexidades a favor de SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
(and attachments, to) Berlin, Alemania

K Wﬂ- ”'/’3/"7
2) /ﬁ) U/Ll«/o?
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APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United Siates of America
This public document

2. has been signed by BARBARA E. REMLEY
3. acting in the capacity of Notary Public, State of California

4. bears the seal/stamp of BARBARA E. REMLEY, Notary Public,
State of California

CERTIFIED
5. At Sacramento, Califomia
6. the 8th day of December 2004
7. by Deputy Secretary of State, State of California
8. No. 219325
5.

10. Signature

| nP-24 & (REV. 109 08P 03 74700 23




County of _&ﬂ_Mﬂ-iQ

State of Califomnia . .
&S

On Decemiaen.3, 2004, before me, M@%@c
Duim — Name and Tite of Officer {s.g., "June r'

rsonally appeared
pe y appe _J!).h_lAAJ%__&A.V\' —

X personally known to me

=-provod-ie—me-on-tho-basls—of satlefacton.
ovidenes

to be the personj] whose name(¥j(Tskve
subscribed to the within instrument and
acknowledged to me she/they executed
the same In & authorized
capacity(e®), and that by @uﬂhair
signaturefs) on the instrument the personfs, or
the entity upon behalf of which the persopp
acted, executed the instrument.

WITNESS my hand and official seal.

Sigrature of Notary Public

OPTIONAL

Though the information below is nof required by law, & may prove vaiuable to persons relying on the document
and could prevent fraudufent removal and realtachment of this form to enother document.

Description of Attached

Title or Type of Document: Dw* A"ﬂ.‘l c&/-zm
Document Date: M@AL Number of Pages:

Signer(s) Other Than Named Above: i , Oy

Capaclity(les) Clal by $igner
Signer’s Name: TILHT THERAZER T
X individusl 5 ‘ i SRt

O Corporate Officer — Title(s):
O Partner —[1 Limlted (1 Genaral
O Attorney in Fact

O Trustee

O Guardian or Conservetor

O Other:

Signer Is Representing: Sdf

© 1990 Nallonsl Noliry Asstcintion « £300 Da Goio Ava, P.O. Hew MO » Chlaaorth, CA 1313808 » wwsnalionaineinry o Prodk. No. 3007 Fasar: Call Tol-Fras 1-800-070-8827

{3
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it !‘le_ ]

N,

{ - APOSTILLE

: (Convention de La Haye du § octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by MARY ANN J. FLORES
3. acting in the capacily of Notary Public, State of California

4. bears the seal/stamp of MARY ANN J. FLORES, Notary Public,
State of California

CERTIFIED

At Sacramento, California

the 8th day of December 2004

by Deputy Secretary of State, State of Califomia
No. 219324

Seal/Stamp:

© @ N O O

10. Signature

KEVIN SHELLEY &
Secretary pf State

NP-24 A (REV. 1-09) OBP 0 24700 =5




L1}

Tl
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© 1000 Nalionl Notery AssteZiation « 8238 Remmat Ay, P.0. Box 7194 » Canega Park, CA M1 308-T184

County of 5%% &3'/%.

e ey A e e e,

D e e A - S T Rl e

MAQ W bdommeﬁ%@%%?m.

personally appeared

yﬁnmonany kriown to me ~ OR — ] proved o me on the basls of sansfactory evidence 1o be the person(s)
whose name(s) is/are-subscribed to the within instrument

and ac edtonieﬂ:@hmwaxewtedme
I authori pacityties)y and that by

ir signature{a)-en the instrument the peraon{s),

or the entlty upon behalt of which the pernm(a)-acted
exacuted the instrument.

WITNESS my hand and officlal seal.

OPTIONAL

whmmﬂb&whnﬁmﬁdhyhmﬂmym%bm“mhwwmm
fraucident removal and realtachment of this form o ancther documort.

Description of Attached Document

Title or Type of Document: M@Lﬁm (52357 >

Document Date: Number of Pages: _l_
Signer(s) Other Than Named Above: a4
Capaclty(les) Claimed by Signer(s)
Signer's Name: Signer's Name:
O Individual O Individual
0O Corporate Officer 0O Corporate Officer
Tiie(s): Tiie(s):
O Partner — O Limited [ General O Partner — D Limited O General
O Attomey-in-Fact 0O Atiomey-in-Fact
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CONTROL SEQUENCES OF THE HUMAN CORIN GENE

This application claims the benefit of U.S. Provisional Application Serial No. 60/384,108, filed
May 31, 2002, which Is incorporated herein in full by reference.

FIELD OF THE INVENTION
This Invention provides a novel expression control region isolated from mammalian corin genes.
This control region preferentially activates transcription In cardiac cells. Methods and compositions are
provided to employ this control region for identification of agents capable of modulating corin expression
and for treatment of cardiac diseases. '

BACKGROUND

Corin, a cardiac transmembrane serine protease, plays an important role in the converslon of
pro-atrial natriuretic peptides (pro-ANP) to ANP (Yan, W. et al. (2000) PNAS, 97: 8525-8528; Wu et al,
(2002) J.Blol. Chem. 277:16900-168805). ANP Is a cardiac hormone that reduces high blood pressure
by promoting salt excretion, increasing urinary output, decreasing blood volume, and relaxing vessel
tension in a receptor dependent manner. ANP has been implicated In major cardiovascular diseases
such as hypertension and cardiac faliure (Bumeit, J.C. et al. (1988) Science, 231:1145-1147). In - N
knockout mice, deficlency in elther ANP or its receptor causes apontaneous hypersnsion (John, S.W. et
al. (1995) Science 267:679-681; John, S.W. et al. (1986) Am. J. Physiol. 271, R109-R114; Lopez et al.
(1895) Nature 378:65-88). It Is recognized that the activation step of converting pro-ANP to ANP s
critical in the reguiation of the cardiac hormone.

Corin has a predicted structure of a type Il transmembrane protein contalning two frizzied-like
cystsine rich motifs, eight LDL receptor repeats, a macrophage scavenger receptor-iilke domain, and a
trypsin-like protease domain in the extracellular region (Yan et ai. (1888) J. Blol. Chem. 274:14028-
14935). The overell topology of corin ls simliar to that of other type [l transmembrane serine proteases
including hepsin, enterokinase, MT-SP1/matriptase, human airway trypsin-like protease, TMPRSS2,
TMPRSS3/TADG-12, TMPRSS4, MSPL, and Stubble-stubbloid. The simllar topologles as well as
distinct modular siructures suggest that these proteins comprise a gene famlly evolved by duplication
and rearrangement of ancestral exons.

The human gene spans > 200 kb and contains 22 exons. The intron/axon boundaries are well
conserved among specles with mast exons encoding structural domains. Cloning of hoth mouse and
human cDNA encoding the corin protelri has bean previously reported (Yan et al. ibid). Northem
analysis showed that corin mRNA Is highly expressed in the human heart. By fluorescence in situ
hybridization analysis, the human corin gene was mapped to the short arm of chromosome 4 (4p12-13)
where a congenttal heart disease locus, total anomalous pulmonary venous return had been previously
locallzed.
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SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention Is related to the Isolation, cloning and identification of the expression
control reglons of the mammailian corin gene, including the promoter and other regulatory elements, and
the use of this cardlac-specific expression control ragion to Identify novel agents that modulats corin
gene expression and to treat heart diseass.

Toward thesa ends, It is an object of the present Invention to provide an Isolated polynucleotide
comprising a corin expression controi region, wherein the control reglon modulates transcription of any
heteroiogous polynucieotide to which It is operably linked, including, but not limited to, the human corin
gene.

The corin expression control region directs cardiac-specific transcription of the heterologous
polynucieotides to which [t Is operably linked, comprisaes one or more transcription regulation slements,
selected from the group consisting of GATA, Tbx-5, NKx2.5, KrippaHike transcription factor, or NF-AT
binding sitas, and is capabie of binding transcription protsins, e.g. GATA-4.

it is a further object of the Invention to provide palynuclectides compriging a human corin
expression control region. A preferred polynucieotide of the Invention is located at nucleotides -4037
0 -15 (SEQ ID NO: 6), more prefarmed at nuclectides -1287 to -15 (SEQ ID NO: §), and still more
preferred at nucleotides -405 to -15 (SEQ ID NO: 4), where the numbering I8 relative to the transiation
initiation site (ATG) of the human corin gene or it complementary strand as shown in Figure 8
(SEQ ID NO: 2).

In accordance with this aspect of the Invention there are also provided fragments and variants
of these polynuclectides.

it Is another object of tha Invention to provide vectors comprising the corin exprassion control
region, or fragments or variants thereof. In further embodiments, the vector also comprises a
hererologous polynuclectide, .g. corin, oparably linked to the corin axpression control region. In
accordance with this aspect of the invention, there are aiso provided host celis transfected with such
vectors, and methods of expressing products encoded by such heterclogous polynucleotides.

1t is another objact of the Invention to provide pharmaceutical compositions comprising a vector
contalning the corin expression control region operably linked fo & heterologous polynucleotide or a host
cell transfected with such a vector, In a pharmaceutically acceptable carrier.

It s another object of the Invention to provide a method of identifying an agent which can
modulats the expreasion of a human corin gene In a cell, wherein the mathod comprises:

(a) producing a recombinant vector In which an Isolated polynucieotide comprising a
mammalian corin expression control region Is operably linked to a reporter gene;
(b) transfecting the cell with the recombinant vector;
(c) treating the cell with the agent;
(d) measuring the level of transcription of the reporter sequence in the treated cell; and
(e) comparing the level of exprassion of the reporter sequenca In the pressnce of the
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agent to the leve) of expression in a transfected control cell which has not been treated with the

agent.

In a preferred embodiment, cardiac myocyte cells are used.

It Is another object of the invention to provide a mathod for modulating the cardlac-

specific expression of a gene in a human subject, the method comprising: '

(a) producing a recombinant vector in which an Isolated polynucleotide comprising a
mammaelian corin expression control region is operably linked to a haterologous polynucleotide;
and

(b) administering the vector in a therapeutically effective amount to the subject.

A preferred embodiment of this aspect of the invention is a vector in which the heterologous
polynucleatide encodes corin. Also preferred are embodiments In which the corin expresslon control
region is selectad from the polynuclectides having the sequences of SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 or
SEQID NO: 6.

It Is another object of the Invention to provide a method for treating congestive heart failure,
hypertension or myocardial infarction in a human subject, the method comprising administering a
therapeutically effective amount of an isolated polynucleotide comprising a corin expression control
region, operably linked to a gene selectad from the group consisting of corin, atrial natiuretic peptide
(ANP), Bype natriuretic peptide, phosphonolamban, angiotensin converting enzyme (ACE), or
dominant negative forms of these genes, to the subject ARternatively, the corin expression control
reglon may be operably linked to a polynucieotide which encodes an antisense RNA molecule.

In @ preferred embodiment of this aspect of the invention the gene selected is corin,

It Is another aspect of the invention to provide a method of treating a human subject with heart
faflure, the method comprising:

(a) producing a recombinant vector in which an Isclated polynucleotide comprising a
mammailan corin expression control region, is operably linked to a polynucleotide encoding a
polypeptide selected from the group consisting of ANP, B-type natriuretic peptide, phosphonolamban,
ACE, or dominant negative forme of theee genes; and

(b) administering the recombinant vector, in a pharmaceutically acceptable camier, to the
subject

DESCRIPTION OF THE FIGURES

Figure 1. Organization of the mammallan corin genes. Organization of the (A) human and (B) mouse
corin genes Is shown. Two BAC clones were sequenced by a shot-gun strategy and the aizes of their
assembled Insert sequences are indicated. Vertical bars Indicate exons. A plasmid clone used for
subcloning from BAC 26540 in the human gene Is indicated by restsiction enzyme sites (H, Hind III; E,
EcoR/!). The insert of the subcione was sequenced by a primer extension method using automated
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sequencing. At the bottom are depicted the positions of the BAC clones, Contigs, and a plasmid clone
that span the corin gene.

Figure 2. intron-exon boundary posttions relative to the protein domain of corin. Exons 1 through 22
(upper panael) of the corin gene are aligned with their corresponding protein domains. TM,
transmembrane domain; Frizzled, the frizzled-like cysteine rich domain; LOLR, LDL receptor repeats;
SRCR, scavenger receptor cysteine-rich domain; H, D, and S, the His, Asp, and Ser residues of the
catalytic tried of the protaase domain.

Figure 3. Alignment of the §'-flanking regions of the human {(SEQ ID NO: 1) and mouse

(SEQ 1D NO: 3) corin genes. The 5-flanking region, axon 1 and part of intron 1 are aligned between the
human and murine genes. The numbering is relativa to the translation initlator ATG (bold-type and
italics). The numbere indicated are different between human and mouse, because of the divergence In
the first axons. An arrowhead indicates the junction between the first axon and Intron of the human corin
gene, and the donor splice sequence of human Intron 1 is underiined. The putative regulatory
sequances are indicated and bold-typed (T site for binding to ThxS, & T-bax containing transcription
factor; NF-AT, a binding site for nuclear factor of ectivated T celis; GATA, a binding element for GATA
proteins; GT box for binding to the Krappel-iike factons;"TATA box for binding to basal transcription
factor TFIID; and NKE, a binding motif for Nxk2.5). The NKE sequence, which overiaps with the
proximal GATA saquance, |s underiined.

Figure 4. Functional analysls of corin gane promoter activily in cultured cardiomyocytes. Reporter
consiructs containing serially truncated segments of the 6'-flanking region of human and murine corin
genes linked to the luciferase gane are dlagramed (Panel A). The locations of putative regulatory
elements are Indicatad. Thess constructs were co-transfectad into mouse HL-5 calis with pRL-SV40, a
Rellina \uclferase-expressing plasmid driven by the SVAD viral promoter. The luciferase activity
expressad by each construct was normalized to the activity of Relfina luciferase expressed by pRL-
SVA40 for each transfection. Each transfaction experiment was performed In triplicate for sach
construct The data represent the means + S.D. of thres Independent experiments (Panel B).

Figure 8. Cardlac-specific expresalon of the &§'-flanking sequences from the human and murine corin
genes. Cardiomyocytes HL5 cells and epithelold Hel.a cells wera transfected with the Indicated
constructs, each along with the control construct pRL-8V40. Luciferass and Rellina activities are
expressed as light units per 20 uL-allquot of the ceall extracts from the transfected cells. Each
transfection experiment was performed in triplicats. The data represent the means + S.D. of three
Independent experiments.



10

16

20

25

30

1

WO 03102135 ' PCT/USU3/16741

Figure 8. Binding of nuclear proteins to the regulatory sequence ancompassing the proximal GATA
element.

A. Sequencaes of the upper strand ollgonuclectides used as probes and competitors. The GATA motifs
in each sequence (SEQ ID NOS: 11 and 13, for human and mousae, respectively) are in bold, and the
mutated nucleotides (SEQ 1D NOS: 12 and 14, for human and mouse, respectively) are in italics. The
human and murine proximal GATA elements are from the indicatad reglons of the corin 5'-flanking
sequences. The consensus GATA probe {SEQ ID NO: 15) containing two GATA motifs is derived from
human T-cell receptor specific enhancer reglon. '

B: The labeled consensus GATA probe (SEQ ID NO: 15) or fts mutant probe (SEQ ID NO: 16) was
incubated with nuclear extracts from HL-5 cells In the presence or absence of a 100-fold excess of the
indicated uniabseled oligonuciectides. The armow indicates a GATA-sequence dapendent DNA-protein
complex.

C: The labeled consensus GATA probe was incubated with nuclear exiracts from HL-6 cells in the
presence of antibodies against GATA proteins. The armow Indicates a DNA-protein complex whose
formation was blocked by an antibody against GATA-4, but not by antibodles against GATA-1,-3,and -6.
D: The labeled human corin GATA element was Incubated with nuclear extracts from HL-S in the
presence or absance of an antibody against GATA-4. The arrow indicates the DNA-proteln complex
whose formation was completely blocked In the presence of the ant-GATA-4 antibody. -~

Figure 7. Mutational analysis of the proximal conserved GATA elements. The same mutations (GATA to
CTTA) that abolish the binding of GATA-4 protein in EMSA wera introduced into the (uciferase reporter
constructs driven by the 5'-flanking reglons from —842 o ~77 in mouse or from —406 to —15 in human.
The mutant and wild type constructs were transfectad Into HL-5 cells, each along with the control
construct pRL-8VA40. The luciferase activity expressed by each construct was normalized Into the
Resniiia uclferase activity expressed by pRL-8V40 for each transfection. The promoter activity of each
mutant construct was expressed as a percentage of the corresponding wild-type conatruct. Each
transfection experiment was performed in friplicate. The data represent the means + S.D. of three
independent experiments.

Figure 8. Nuclectide sequence (SEQ ID NO: 2) of the 5'-flanking region of the human corin gene. The
4165-base pair sequsnce contains the 5'-flanking region, the first exon, and the baginning of intron 1 (in
lower casa). All humbering is relative to the translational start site (ATG, In boldface and underiined).
The putative regulatory elements are indicated in boidface. The abbreviations for the putative reguiatory
elemants are described in the legend of Figure 3.
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DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The present invention Is related to tha isolation, cloning and Identification of the expression
control region of the cardiac-specific corin gene, Including the promotar and other regulatory elements.
The isolated corin expression control reglon, and fragments and variants thereof, have utility in
constructing in vitro and In vivo experimental models for studying the modulation of corin gene
axpression and for Identifying novel modulators of corin gene expression. The expression control
region can also be usad in gene therapy targeted to cardiac disease states, e.g. heart faliure.

Definitions

As used in the specification, examples and appsndesd claims, unless specified to the contrary,
the following terms have the meaning indicatad.

“Nucleic acld” or "polynucieotide” refers to deoxyribonucleotides or ibonuclectides and
polymere thereof in either single- or double-stranded form. The term encompassas nucieic acids
containing known nuclectide analogs or modified backbone residues or linkages, which are synthetic,
naturally occurring, and non-naturally occurring, which have similar binding properties as the reference
nuclelc acid, and which ere metabolized in a manner simllar {o the reference nuclectides. Examples of
such analogs include, without limitation, phosphorothloatas, phosphoramidates, methyl phosphonates,
chiral-methyl phosphonates, 2-O-methyl ibonuciectides, peptide-nucleic acids (PNAs).

Unless otherwise Indicatsd, a particular nucisic acld sequence also implicitly encompasses
conservatively modified variants thereof (e.g., degenerate codon substitutions) and complementary
sequences, as well as the sequence explicitly Indicated. Specifically, degenerate codon substitutions
may be achieved by generating saquences in which the third position of one or more salectad (or all)
codons js substituted with mixed-base and/or deaxyinosine resikdues (Batzer et &/. (1681) Nucl. Acids
Res. 19:5081; Ohtsuka ef al. (1985) J. Biol. Chem. 260:2605-08; Rossollnl ot &/ .(1994) Mol. Cell.
Probes B:01-08). The term nuclelc acld Is used Interchangeably with gene, cDNA, mRNA,
oligonuclectide, and polynucieotide.

A particular nuclsic acld sequence also impliciily encompasses "splice varlants.” Simllarly, a
particular protein encoded by & nuclelc acid implicitly encompasses any protein encoded by a splice
variant of that nuclelc acid. “Spilce variants,” as the name suggests, are products of altsmative splicing
of a gene. Afler transcription, an Initial nucleic acid transcript may be splicad such that different
(altamate) nucieic acki splice products encode different polypeptides. Mechaniams for the production of
splice variants vary, but include altemate splicing of exons. Alternate polypeptides derived from the
same nucieic acid by read-through tranacription are also encompassed by this definition. Any products
of a splicing reaction, Including recombinant forms of the spfice products, are Included in this definition.

“Corin gene" refers to a gene encoding a contiguous amino acld sequence sharing about.at
least 60% (preferably 75%, 76%, 80%, and more preferably about 85%) identity with the human corin
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gene amino acld sequence as disclosed In Yan et al. (1999) J. Biol. Chem. 274: 14926-14936).

"Corin expression control reglon® or "exprassion control reglon” refers to a polynuclectide
located within the upstream (5') ganomic sequence of the coding region of the naturally-occurring
mammalian corin genes. [n the human corin gene, the corin expression control region begins at
nucleotide -4185 and ends at nuclectide -15 relative to the translation Initiation sita (ATG) of the corin
gene or its complementary strand as shown [n Figure 8. The corin expression control region is capable
of activating transcription of the corin gene in cardiac tissue (myocytes). The corin expression control
region polynucleotides may range from 100 to 5000 nucleotides In length; particular embodiments of the
functional human corin expression control region are 4023, 1283, or 391 nucleotides {SEQ ID NOS: 8,
5, and 4, respectively) In length. Corin expression control region polynucleotides are generally at least
70% homologous to these sequences. In some embodiments, corin expression control reglon
polynucleotides are at least 75%, 80%, 85%, 80%, 92%, 85%, or 100% homologous o these
sequences. The term "control region” does not include the Inttiation or termination codons and other
sequences already described in Yan et al. Ibld. The corin axpraasion control region contains binding
sites for a varlety of transcriptional regulatory proteins, e.g. GATA-4, which can be linked in a way that is
substantially the same as in nature or in an arlificial way. The corin expression control reglon activates
trangcription of the corin gene or of other heterologous polynucieotides which are operably linked to I,
particufarly in a?i:iardiac—spedﬂc manner.

*Candiac-specific expression” means that a polynuciactide is transcribed at a greater rate In
cardiac-darived cells than In non-cardiac cells. Thus, a corin axpression control region will generalty
activate transcription of a linked polynucleotide at least 2-fold more efficiently in cardiac myocytes than
In non-cardlac cells, where expression In each case Is normalized to the transcription of ancther
polynucleotide linked to the SV40 promoatsr/enhancer or other constitutive promoter.

“Varlant(s)" of polynucleotides, as usad hereln, are polynuclactides that differ from the
polynucleotide saquence of a reference polynucleotide. Generally, differences are limited so that the
poluynucleotide sequences of the reference and the variant are closely simllar overall and, in many
regions, identical. The differences are such that the function of the polynucieotide is not aftered, and if
the polynucieotide normally encodes a polypeptide, the resultant polypeptide is efther unchanged In
amino acld sequence or, while possassing differances in amino acld sequence, Is still functionally
identical.

*Fragment{s)", as used herein, refer to a polynucleotide having a polynucleotide sequence that
entirely is the same as part, but not all, of the polynuclectide sequence of the aforementioned corin
expression control reglon and variants thereof. Such fragments maintain the abllity of the corin
expression control region to direct cardlac-spectfic franscription of heterologous polynucieotides to
which they are operably linked.

"Transcription initietion elements” refer to sequences In a promoter thet speclfy the start site of
RNA polymerasa Il. Transcription Initiation elements may Inciude TATA boxes, which direct initiation of
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transcription 25-35 bases downstream, or Initiator elements, which are sequences located near the
transcription start site teelf. Eukeryctic promotsrs generally comprise transcription initiation elements
and either promatar-proximal elements, distant enhancer alements, or both.

‘Recombinant” when used with reference, e.g., to a call, or nuclelc acid, protein, or vector,
indicates that the cell, nuclelc acid, protein or vector, has been modified by the introduction of a
heterologous nucieic acid or proteln or the alieration of a native nucleic acld or protain, or that the celi s
derived from a cell so modified. Thus, for example, recombinant cells express genes that are not found
within the native (non-recombinant) form of the cell or express native genes that are otherwise
abnormally expressed, under expressed or not expressed at all.

*Enhancer” refers 1o a DNA regulatory region that enhances transcription. An enhancer Is
usually, but not always, located outside the proximal promoter reglon and may be located several
kilobases or more from the transcription start site, even 3' to the coding sequence or within the Introns of
the gene. Promoters and enhancers may alone or in combination confer tissue specific exprassion.

"Sllencer” refers to a control region of DNA which when present In the natural context of the
corin gene causas a suppression of the transcription from that promoter elther from s own actions as a
discreet DNA segment or through the actions of trane-acting factors binding to sald elements and
effecting a negative control on the axpression of the gane. This alement may play a role in the restricted
cell type expression pattern seen for the corin gene, Yot example expression may be permissive In
cardiomyocytes where the sllencer may be Inactive, but restrictad in other cell types In which the
sllencer Is active. This elament may or may not work in isclation or in a heterclogous promoter
construct

" "Isolated" when referring, e.g., to a polynucieotide means that the material is removed from lts
original snvironment (e.g., the natural environment If it s naturally occurring), and isolated or separated
from at least one other component with which it is naturally associeted. For exampla, a naturally-
occurring polynucleotide present in it natural living host is not isolated, but the same polynuciectide,
saparated from all of the coexisting materials in the natural system, Is isolated. Such polynuciectides
could be part of a composition, and etill be Isolated In that such compoaltion Ie not part of its natural
environment.

*Parcent identity” or percent kdentical when referring fo a sequence, meana that a sequence ls
compared to a claimed element or describad sequence after alignment of the sequence to be compared
with the described or clalmed sequence. The comparison of saquances and determination of percent
Identity and similarity betwesn two sequences can be accomplished using a mathematical algorithim. A
prefarrad non-imiling example of such 8 mathematical algorithim is described in Karlin et al. (1693)
Proc. Natl. Acad. Scl USA 90:5873-5877. Such an algorithim is incorporated Into the NBLAST and
XBLAST programs (version 2.0) as described In Altechul et al. (1897) Nucisic Acld Res. 25:3389-3402.

"High stringency” as used hereln means, for example, incubating a blot ovemight (e.g., at least
12 hours) with a long polynucieotide probe in hybridization solution contalning, e.g., SX 8SC, 0.5%
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SDS, 100 :g/mt denatured salmon sperm DNA and 50% formamide, at 42 'C. Blots can be washed at
high stringency conditions that allow, e.g., for less than 5% bp mismatch (e.g., wash twice in 0.1X SSC
and 0.1% SDS for 30 min at 65 'C), thereby selecting sequences having e.g., 95% or greater sequence
identity.

A polynucleotide Is “expressed” when a DNA copy of the polynucieotide is transcribed Into RNA.

A polynuclaectide s “operably linked" to a corin expression controi reglon when conjunction of
the polynucleotide and the corin expression control region In a single molecule results In transcription of
the polynucleotide, most preferably in cardiac-specific transcription. {in myocytes).

"Heterologous polynuclectide™ refars to polynucleotides, other than a corin axbmssion control
region, which are operably linked to a corin expression control region and preferentially expressed in
cardiac-specific cells. The linked polynucleotide encodes a therapeutically useful molecule, e.g.

a polypeptide, an antissnse RNA. The terms “isolated,” “purified,” or “biologlcally pure® refer to material
that la substantially or essentially free from components that normally accompany It as found in Its
netive state. Purity and homogenelty are typically detesmined using analytical chemistry techniques
such as polyacrylamide gel electrophoresis or high performance liquid chromatography. A protein that
is the-predominant specles prasent in a preparation s substantially purified. In particuler, an Isolated
nucteic acld Is separated from open reading frames that flank the gene and encode other proteins. The
term “purified” denctes that @ huclelc acld or protein gives rise to essentlally one band inan_-« ..,.
electrophoretic gel. Particularly, it means that the nucleic acid or protein Is at least 85% pure, more
praferably et least 95% pure, and most preferably at least 88% pure.

The terms “polypeptide,” “peptide” and “protein® are used interchangeably herein to refer to a
polymer of amino acid residues. The terms apply to amino acid polymers in which one or more amino
acid residue is an artificial chemical mimetic of a corresponding naturally occurring amino acid, as well
as to naturally occurring amino acid polymers and nan-naturally occurring amino acid polymer.

The term “amino acld” refers to naturally occurring and synthetic amino acids, as well as amino
acid analogs and amino acid mimetics that function in a manner simliar to the naturally occurring amino
acids. Naturally occuning amino ackis are those encoded by the genetic code, as well as thoss amino
acids that are later modified, 8.g., hydroxyproline, y-carboxyglutarmate, and O-phosphoserine. Amino
acld analogs refere to compounds that have the same basic chemical structure as a naturally occurring
amino acid, Le., a carbon that Is bound to a hydrogen, a carboxyl group, an amino group, and an R
group, e.g., homoserine, norleucine, methionine sulfoxide, methionine methyl sulfonlum. Such analogs
have modified R groups (e.g., norieucine) or modified peptide backbones, but retain the same basic
chemical structure as a naturally occurring amino acid. Amino acld mimetics refers to chemical
compounds that have a structure that Is different from the general chemical structure of an amino acid,
but that function in a manner simliar to a naturally occurring amino acid.

Amino acids may be refermed to herein by elther thelr commonly known three lettsr symbois or
by the one-letter symbols recommended by the IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature Commission.
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Nucieotides, likewise, may be refermad to by theilr commonly accepted single-letier codes.

*Conservatively modified variants® applies to both amino acid and nuclek acid saquences. With
respect to particular nucleic acid sequences, conservatively modified varlants refers to those nuclelc
aclds which encode ldentical or essantiafly identical amino acld sequances, or whers the nucleic acid
does not encode an amino ecld sequence, to essentially identical sequences. Becausa of the
degeneracy of the genetic code, & large number of functionally identical nucieic acids encode any given
protein. For Instance, the codons GCA, GCC, GCG and GCU all encode the amino acid alanine. Thus,
at every poslition wheare an alanine s apecified by a codon, the codon can be altered to any of the
comesponding codons described without altering the encoded polypeptide. Such nuclelc acid variations
are “silent variations,” which are one speacies of conservatively modified variations. Every nucleic acid
sequence herein that encodes a polypeptide also describes every possible slient variation of the nucleic
acld. One of skill will recognize that each coden In & nuclelc acld (except AUG, which ls ordinarily the
only codon for methionine, and TGG, which la ordinarily the only codon for tryptophan) can be modified
to yield a functionally identical molecule. Accordingly, sach slient variation of a nuclelc acld that
encodes a polypeptide Is Implict in each described sequence.

As to amino acid sequences, one of skill will recognize that Individual substitutions, deletions or
additions to a nucleic acid, peptide, potypeptide, or protain saquence that alters, adds or deletes a
single amino acld or a small percentage of amino acids in the encoded sequence Is a "conservatively
modifiad variant” where the afteration results In the substitution of an amino acid with a chemically
simllar amino acid. Conservative substitution tables providing functionally similar amino acids are wall
known In the art. Such conservatively modified variants are in addition to and do not exclude
polymorphic variants, interspecies homologs, and alleles of the invention.

The following eight groups each contaln amino aclds that are conservative substitutions for one
another:

1) Alanine (A), Glycine (G);

2) Aspartic acld (D), Glutamic acld (E);

3) Asparagine (N), Glutamine (Q);

4) Arginine {R), Lysine (K);

5) leoleucine (1), Leucine (L), Methionine (M), Valine (V);
6) Phenylalanine (F), Tyrosine (Y), Tryptophan (W);

7) Serine (8), Threonine (T); and

8} Cystelna (C), Methionine (M)

Ses, 6.g., Creighton, Proteins (1084).

An "expression vector” refers to a nuclec acld construct, generated recombinantly or
synthatically, with a series of specified nucieic acld elements that permit transcription of a particular
nucleic acld in a host call. The exprassion vector can be part of a plasmid, virus, or nuclalc acid




10

15

20

25

a0

22

WO 03102135 PCT/US03/16741

-11-

fragment. Typically, the expresslon vector includes a nucleic acld to be transcribed operably linked to
an expression control region, e.g. tha corin expression control reglon.

"Pharmaceutically acceptable exciplent” refers to an acceptable carrler, and any
pharmaceutically acceptable auxillary substance as required to be compatible with physiological conditions,
which are non-toxic and do not adversely effect the biological activity of the pharmaceutical composition
suspandad or included within it Suftable exciplents would be compounds such as mannliol, succinate,
glycine, or serum albumin.

*Therapeuticaily effectiva amount” refers to that amount of a compound of the Invention, which,
when administered to a subject in need therecf, i aufficient to effect treatment, as defined below, for
patients suffering from, or likely to develop, cardiac diseases. The amount of a compound which
constitutes a “therapsutically effective amount™ will vary depending on the compound, but can be
determined routinely by one of ordinary skill in the art having regard to his own knowledge and to this
disclosure.

"Treating” or "treatment” as used herein covers the treatment of cardlac disease, and Includes:

(a) preventing cardiac disaase from occurring in a human, particularly when such human is
predisposed to having these conditions;

- (b) inhiblting cardiac diseass, l.e. arresting s development; or
(c)” telleving cardiac diseass, |.e. causing regressing of the condltions.

Detalled Description of the Invention

The prasent invention is related to the cloning and Identification of the axpression control region
of a mammalian corin gene (e.g. mouse, human), Including the promoter and other regulatory elements
and the uee of this expression control reglon to identify agents that moduiate corin gene expression and
In the treatment of heart dissase. In particular, the invention relates to polynucleotides which comprise
a novel humen corin expresslon control reglon and the abillity of this conirol region to direct cardiac-
specific expression of hetarologous polynucleotides operably linked to it

ieclation and characterization of corin expression control reglon polynucleotides

This invention relles on routine techniques In the field of recomblnant genetics. Basic texts
disclosing the general methods of use In this invention include Sambrook ef al., Molecuiar Cloning, A
Laboratory Manual (2™ ed. 1980); Kriegler, Gene Transfer and Expression: A Labarstory Manual
(1980); and Ausubel et al., Cument Protocols in Molecuiar Biology (John Wiley and Sons, Naw York,
NY, 1954).
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Figure 1 doplcts the orgamzaﬂon of the human and murine corin genes and the Iocaﬂons of
(bacterial artificial chromosome) BAC clones, contigs, and a plasmid clone containing the corin genes
and thelr 5’-flanking reglons. Both humaen and murine corin ganas apan at least 200 Kb and consist of
22 exons and 21 Introns.

The corin ¢cDNA saquence predicts a proteln composed of a number of discrete domains. The
boundaries between proteln domains corresponds almost exactly to the exon/intron boundaries of the
genomic structure, as lllustrated schematically in Figure 2. The cytoplasmic tall at the N-terminus is
encoded by exon 1 and half of exon 2, followed by the transmembrane domaln that is encoded by the
other half of exon 2. The region between the tranemembrane and the firet Frizzled domain Is encoded
by exon 3. Each of the frizzied domalins ls ancoded by two exons, each of the eight LDLRs by a single
axon, and the scavenger receptor cysteine-rich domain by three exons. The protease domain at the C-
terminus is encoded by exons 18 through 22, with the axon 18 coding for the sequencs that includes the
proteclytic activation site and the catalytic histidine residue. The exons 20 and 22 code for the
sequences that include the other two catalytic residuss aspartic acid and serine, reapectively.

To clona the human and murine oorin genen and thelr 5'-flanking regions, specific
oligonucieotides comssponding to the published corin ¢DNA sequences of thease genes (Yan et al.
(1998) J. Blol. Chem. 274;14926-14835) were synthesized. These oligonucieotide primers were tested
for amplifying specific products In PCR-based reactions using human or murine ganomic DNA. The
pairs of primers that successfully ampiified specific PCR products were then used in a PCR-based
scresn to identify BAC clones containing the human or murine corin gene and/or their comespnding 5'-
flanking reglons. The identified poaltive BAC ciones were elther directly sequenced by a shoigun
strategy or subcioned into pUC118 (PanVera/Takara, Madison, WI) for sequencing. The assembly of
the shotgun sequences was done using the Staden package (Bonfield et al. (1995) Nucielc Aclds Res.
23:4992-4009).

Four BAC clones, two each containing the human and murine corin genes, were obtalned by
PCR-based screening. Threa BAC clones were sequenced by a shotgun sirategy, and these
sequences, In combination with avallable trace file Information

I\ gov:§ BCOS 2.cal, hitp:/Arace ensembl.org), were usad to assemble a
conhguous saquences of 340 kb conlalnlng the human corin gens, and fo determine sequences for
5 contigs for the murine corin gene. For the murine corin gene, the order of the 5 contigs was
confirmed by the existence of several mated reading pairs in respective neighboring contigs. The
distance of those allowed us to determine the gap size to be less than 500 bp, because the Insert size
of the public shotgun libraries was well definad. The structures of the human and murine corin ganes
ware then analyzed. However, the 340-kb human genomic sequence did not contain the 5"-flanking
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region, An additional 4185 bp Hind Ill-EcoR | fragment was isolated from BAC 26540, which included
the first 3818 bp of the 5'-flanking region, all of exon 1 and part of intron 1 (submitted to the

GenBank™/EBI| data Bank with the accession number AF521008).

The corin axpression control region polynuclectides described herein waere all derived from the
4166 bp Hind lll-EcoR | fragment (see Figure 8, SEQ ID NO: 2) isolated from BAC26540. These
expressiocn control reglon polynuclectides were cbtalned by a PCR-based method, or restriction enzyme
digestion, or a combination of both. The 4023 bp corin expression control reglon polynucleotide
(SEQ ID NO: 8) was amplified from the 4185 bp Hind lll-EcoR | fragment or human genomic DNA using
the primers F1 (5-AAGCTTCATGAGGGCAGGAG-3') (SEQ ID NO: 7) and
R1 (8"-GAGCTCGCTTATTCTTCTGTCCACTT-3") (SEQ ID NO: 8). Similarly, the 1283 bp corin
axpression control region polynucieotide (SEQ ID NO: 5) was ampilified using the primers
F2 (5-AAGCTTATAAAAATAATAGCTTCTTC-3") (SEQ ID NO: 9) and R1 and the 391 bp corin
axprassion control region polynucleotide (SEQ ID NO: 4) was amplified using the primers
F3 (5'-MGCﬂAGT AACTCTTTTGCTCCCAA-3) (SEQ ID NO: 10) and R1.

Any mammatan tissue such as leukocytes, from which DNA may be easily extracted is a
sultable source of ganomic DNA for the Isolation of mammalian corin expression control region
polynucleotides.

.-
L WL

axpression control regh ucleotidos
The corin expression control reglon polynucleotides described above are assayed for cardiac-
specific transcriptional activity by operably linking a given expresslon control region polynucleotide to a
reporter gene, transfecting the construct into cardiac myocytes, and assaying for the ability of the
particular expression control region poiynucieotide sequence to direct cardiac-specific transcription of
the reporter gene. Reporter genes typically ancode proteins with an eeslly assayad enzymatic activity
that Is naturally absant from the host cell. Typical reporter proteins for eukaryotic promoters include
chioramphenicol acetyliransferase {CAT), firefly or Renilla luciferase, bete-palactosidase, beta-
glucuronidase, alkaline phosphatase, and green fluorescent protein (GFP). A preferred reporter gene is
firefly luciferase.

transfection Into cultured cell lines. Assay vectors bearing corin expression control reglon
polynuclectides operably linked to reporter genea can be transfectad Into any mammalian cell line for
sasays of promotar activity; for methods of cell culture, transfection, and reporter gene assay see
Ausubel et gl. (2000), supra; Transfoction Guide, Promega Corporation, Madison, W1 (1888). Corin
expression control region polynuclectides may be assayed for cardiac-specific tranacription activity by
tranefecting the assay veciors In paralle! into cardiec-derived cell lines and non-cardiac derived celi
lines. Typically, a control vector comprising a second reporter gene driven by a known promoter, e.g.,
Renilla luciferase driven by the SV40 early promoter/enhancer (pRL-SV40, Promega, Madison, WI) is
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co-transfected along with the assay vector to control for variations in transfection efficlsncy or reporter
gene transiation amonyg the various cell lines.

Altarnatively, corin exprassion control region polynucieotides driven franscription may also be
detected by directly measuring the amount of RNA transcribed from the reporter gene. In these
embodiments, the reporter gena may be any transcribable nucleic acld of known sequence that is not
otharwise expressed by the host cell. RNA expressed from corin exprasasion control region
polynucleotide constructs may be analyzed by techniques known in the art, e.g., reverse transcription
and ampiification of mMRNA, Isolation of total RNA or poly A* RNA, northem biotting, dot blotting, in situ
hybridization, RNase protection, primer extsnsion, high denslty polynuciectide array technology and the
like.

The abliity of a corin expression control reglon polynucieotide sequence to activate transcription
Is typically assessed relative to a control construct. In one embodiment, the abliity of a corin expression
control region polynucleotide to activate transcription is assessed by comparing the expression of a
reporter gene linked to a corin expression control region polynucieotide with the expression of the
(dentical reporter gene not linked to such a sequence. Thus, in a preferred embodiment, the expression
of luciferase ia compared between pRL-SV40 and pRL-SV40 In which the corin expression control
region polynucleotide sequences have been Inserted 5' of the luciferase gene (see Example 2, Figure
4). In other embodiments, the activity of a corin expression control region polynucieotide may be
compared with that of a known promoter. Thus, the activity of @ reporter gene driven by a corin
expression control region polynuciaotide is compared to the activity of a reporter gane driven by a
characterized promoter (e.g., the SV40 promoter/enhancer in pGL3-Control, Promega, Madison, Wi).

The cardlac-specificity of transcription directed by the corin expreasion control reglon is
assessad by comparing the transcripion of a reporter gene In candlac-derived and non-cardlac derived
cells. Sultable cardlac-derived cell lines for assessing cardiac-specific transcription are AT-1 (Claycomb
et al. (1998) Proc. Netl. Acad. Scl. 95:2979-2084), HL-1 (Lanson ot 2l.(1892) Clroculation 85:1835-
1841), and HL-5 (Wu et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:16800-16805). A preferred cell line is the HL-5
cell line. Any readily transfectable mammafian cell line may be ussd to assay corin expression control
region activity In non-cardiac cslis (¢.¢., Hela cells, ATCC No. CCL2). In Example 3 (Fig. 5), the
cardiac-specific activity of both human (hCp405LUC) and mouse (mCp842LUC) corin expression
control region polynuciectides le demonstrated by comparing firefly luciferase expression from vectors
with and without these expression control reglon fragments in HL-5 and Hel.a cell lines. For each
assay, corin expression conirol region activity s normalizad to co-ransfectad SV40 promoter activity
(l.e., pGL3-Contol) to control for variebiltty between the cell inas.

Once cardiac-specific transcriptional activity has besn demonstrated in a corin expression
control region polynucleotide, deletions, mutations, rearrangements, and cther sequence modtfications
may be constructed and assayed for cardlac-specific franscription in the assays of the invention. Such
derivatives of corin expression control region poiynucieotides are useful to genarate more compact
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promoters, to decrease background axpresasion In non-cardlac cells, to eliminats repressive sequences,
or to identify novel cardiac-specific transcripional regulatory proteins. The human and rodent corin
expreseion control region sequences may be compared to identify conserved transcription regulatory
eleinents, including those that confer cardiac-specific expression.

Corin axpression control region sub-fragments and derivatives may be constructed by
conventional recombinant DNA methods known In the art. One such method Is to generate a serles of
deletlon derlvatives within the corin expression control region saquence (Example 2). By comparing the
transcriptional activity of a deletion series, the elements that contribute to or detract from cardiac-
specific transcription may be iocallzed. Based on such analyses, improved derivatives of corin
axpression control region polynuclectides may be designed. For exemple, corin expression control
region elements may be combined with cardiac-specific or ubiquitous regulatory elements from

heterologous promoters to increase the cardlac specificity or activity of a corin exprassion control reglon
polynucleotide.

and t cells

The present invention also relates to vectors which include polynucleotides of the present
Invehtion, host cells which are genetically engineered with vectors of the Invention and the production
of polypeptides of the Invention by recombinant techniques. Such techniques are described In
Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y.,
1988 and Ausubel, F.M. et al., Curment Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York,
N.Y., 1989,

Host cells can be genetically engineered to Incorporate polynuclectides which contaln the corin
expression control region of the present Invention as well as polynucleotides which contain the corin
expression controi region operably linked to genes which encode corin or other polypeptides, 8o as to
permit axpression of the product encoded by the linked polynucleotide, e.g. corin. Polynuciectides may
be introduced into host cells using well known techniques of Infection, transduction, transfection,
transvection and transformation. The polynuciectides may be Introduced alone or with other
polynuclectides. Such other polynuclectides may be Introduced independently, co-introduced or
introduced Joined to the polynucieotides of the Invention,

Thus, for instance, polynucieotides of the invention may be transfected into host cells with
another, separate, polynucieotide encoding a selectable marker, using standard techniques for co-
transfection and selection In, for Instance, mammalilan cells. In this case, the polynucleotides generally
will be stably incorporated into the host cell genome.

Altemnatively, the poiynuciectides may be jolned to a vactor contalning a selectable marker for
propagation in a host The vactor construct may be Introduced into host cells by the aforementioned
techniques. Generally, a plasmid vector I& Infroduced as DNA In a precipitate, such as a calclum
phosphate precipitate, or in & complex with a charged lipid. Electroporation also may be used {o
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Introduce polynuciectides into a host If the vector Is a virus, it may be packaged in vitro or Introduced
into a packaging cell and the packaged virus may be transduced into cells. A wide variety of techniques
suitable for making polynucleotides and for introducing polynuclectkies into cells In accordance with this
aspect of the Invention are well known and routine to those of skill in the art. Such techniques are
reviewed at length In Sambrook et al. cited above, which is lliustrative of the many laboratory manuals
that detall these techniques. In accordance with this aspect of the Invention, the vector may be, for
example, a plasmid vector, a single or double-stranded phage vactor, a single or double-atrandad RNA
or DNA viral vector, Such vectors may be Introduced Into cells as polynucieotides, preferably DNA, by
wall known techniques for introducing DNA and RNA inio cells. The vectors, In the case of phage and
virel vaciors, also may be and preferably are introduced into cells as packaged or encapsideted virus by
well known techniques for infection and transduction. Viral vectors may be replication competent or
replication defective. In the latter case viral propagation generally will occur only In complementing
host cells.

Preferred among vectors, in certain respects, are those for expression of polynucieotides and
polypeptides of the present invention. Generally, such vectors comprise cla-acling controi regions
effective for exprassion in a host oparatively linked to the polynuciectide to be expressad. Appropriate
trans-acting factors elther are supplied by the host, supplied by & complementing vector or supplled by
the vector Itself upon Introduction Into the host.: ... .

The corin expression control raglon'polynuclaoﬂd of the invention may be inserted into the
vector by any of a variely of well-known and routine techniques. In general, a DNA sequence for
axpression |s joined io an expression vector by cleaving the DNA sequence and the expression vector
with one or more reetriction endonucleasea and then Joining the restriction fragments togather using T4
DNA figase. Procedures for resiriction and ligation that can be usad to thie end are well known and
routine to those of skill. Sultable procedures in this regard, and for constructing expression vectors
using alternative techniques, which also are wall known and routine to those of skili, are set forth In
great detall In Sambrook et al. cited slsewhere herein.

Uses of the corin expression control region

The corin expression control region polynuciectides of the presant invention are useful for
specifically expreasing therapeutic molecules in cardlac-derived cells. Cardlac-spacific exprassion of
therapeutic molecules may be used, for example, to treat congestive heart failure, hypertenslon, and
cardiac hypertrophy. Accordingly, vectors comprising therapeutic polynuclectides operably linked to the
corin expression control reglon polynuciactides of the present Invention can be constructed and
administered to patients to treat cardiac diseases and fo develop new and improved therapeutics.

Any therapeutic polynucleotide may be operably linked to a corin expression control region
polynucieotide, including but not imited to, a polynucieotide encoding corin. Typlcally, & corin
expression contro} region polynucieotide Is included in an expression cassette and Inserted &' of the



10

15

20

25

WO 03/102135 PCTIUS03/1674)

-17-

therapeutic polynuciectide to be expressed. Corin expression control region polynucieotides may be
positioned immediately proximal to the therapautic polynucleotide, although corin expression control
region polynucleotide enhancer elements may be positioned anywhare within several kilobases of the
therapeutic polynucieotide, Including at the 3' end of the therapeutic polynucleotide and within introns.
The ability of a corin expression control region polynucleotide to confer cardlac-specific transcription
from a given position may be verifiled by positioning the corin expression control region polynuciectide in
the appropriate configuration relative to a reporter gene, and assaying for cardiac-specific reporter gene
activity as described herein.

The corin expression control region polynucleotide may be linked directly to the polynucieotide
encoding a therapeutic molecule without additional sequences. In embodiments where the corin
expression control region polynuclaotide does not include the corin transcription initiation elements,
additional slements such as a TATA box and transcription initiation sites should be provided. These
may elther be the transcription initiation elements native to the therapeutic gene, or derived from a
heterologous sukaryotic or viral promoter. Additionally, the level of therapeutic gene expression may be
increased by inciuding enhancer and polyadenylation saquences from the therapeutic gene or from
heterologous genes, so long as tha cardiac-specificity of axpreasion (as measured [n the assays of the
invention) ls maintained.

Vectors for transfecting cardiac~derived cells in vitro and in vivo, mathods of ensuting- sustained
expression in cardiac-derived cells in vivo, methods of operably linking therapeutic polynudeotides to
cardiac-specific promoters, and methads of targeting vectors to cardiac cells in vitro or in vivo,
administration routas, and dosages for treaiment of cardiac disease with therapeutic vectors may be
found In Tang et al. (2002) Methods 28:258-268; Phillips et al. (2002) Hypertension 39:851-855;
Prentice et al. (1967) Cardiovas. Ras. 35:567-574; Beggah AT et al. (2002) PNAS 98:7160-7165,
Monte et al. (2003) J. Physiol, 546:49-61.

Accordingly, corin expreaslon confrol reglon polynucieotides of the present invention can be
used for cardiac-specific expression of a variety of therapeutic polynucleotides. Therapeutic
polynucieotides axpressed by corin axprassion control region polynuclectides are either active
themselves (6.g., antisense and catalytic polynucieotides) or encode a protein which wouid have a
therapeutic benefit.

IBs aniisense and cats X 5. One type of therapeutic polynucleotide that may
be exproued by ma corin ecpmeslon control reglon polynucleotides {s antissnse RNA or IRNA (Fire, A.
(1999) Trends. Genet 15:358-383; Sharp, P. (2001) Genes Dev. 15:485-480). In such
embodiments, the corin expression control region polynucleotide I operably linked fo a polynucleotide
which, when transcribed by celiular RNA polymerases, Is capable of binding to target mMRNA. The
derivation of an antlasnse sequence, based upon a cDNA sequence encoding a target protein is
described In, for example, Stein & Cohen (1888) Cancer Res. 48:2659-88 and van der Krol et al. (1888)
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BloTechniques 8:958-76. The target protein will generally be a protein whose presence is thought to
contribute to, or increase the chances of, cardlac disease, e.g. anglotension converting enzyme,
angiotansin [l receptor or NF-ATC (Stein et al. (1888) Amer. HeartJ. 135:914-923; Levin et al. (1998)
New Eng. J. Med. 339:321-328; Keating and Goa (2003) Drugs 83:47-70). Thus, cardiac-specific
expraasion of the antisensa molecule can preferentially reduce expression of these proteins in at-risk
Individuals. Successful use of cardiac-specific antisense expression has been described {Beggah AT
et al. (2002) PNAS 89:71680-7165). Such an approach has proved successful in trealing cardiac
fibrosis and heart failure using cardiac-specific expression {L.oe et al. (10688) Anticancer Res. 16:1805-
11).

In addition to antisense polynuciectides, ribozymes can be designed to inhiblt axprassion of
targst molecules. A ribozyme is an RNA molecule that catalylically cleaves other RNA molecules.
Accordingly, corin expression control reglon polynucieotides of the present invention may be used to
express ribozymes specifically In cardiac-derived celis by linking a polynuclectide encoding e ribozyme
to a corin axprassion control reglon polynucisotide. Differant kinds of fbozymes have been described,
inciuding group [ ribozymes, hammaerhead ribozymes, hairpin ribazymes, RNase P, and axhead
ribozymes (see, 6.g., Castanotto et al. (1984) Adv. in Pharmacology 25: 288-317 for a ganeral review of
the properties of different ribozymes). The general features of halrpin ribozymes are described, 6.g., In
Hampel ot al. (1960) Nucl. Acids Res. 18:299-304; Hampel ef al., European Patsnt Pubkication
No. 0 380 257 (1800); U.S. Patent No. 5,254,878. Methods of preparing ribozymes are well known to
those of akill In the art (see, 6.g., Wong-Staal et al., WO 84/26877; Ojwang of al.(1683) Proc. Natl.
Acad Scl. USA 80:6340-44; Yamada et a/, (1984) Hum. Gene Ther. 1:38-45; Laavitt el &/. (1995) Proc.
Nati. Acad. Scl. USA 92:608-703; Leavitt ef &/. (1994) Hum. Gene Ther. 5: 1115-20; and Yamada et al.
(1964) Virology 205:121-26).

8i¢ srapeutic proteins: A wide variety of tharapeautic proteins may be used to rest cardiac
diseases. Amonllngly. a corin exprassion control region polynucleotide of the present Invention may be
usad to axpress polynucleotidas encoding therapeutic proteins apecifically In cardiac cells. Therapeutic
proteins may be of prokaryotic, aukaryatic, viral, or synthetic origin. Where the therapeutic protein is
not of mammalian origin, the coding sequance of the proteln may be modified for maximal mammalian
axpression according to methods known In the art (e.g., mammalian codon usage and consansus
translation Initiation siiss).

Therapeutic proteins may be operably linked to the corin expression control region
polynucieotides to permit candiac-apecific expression and be successiully employed to treat cardlac
diseasesof any etiology, Including (but not limited to) lschemic heart disease, hypertanaive heart
disease, valvular heart disease, myocarditis, Chagas cardiomyopathy and idlopathic cardiomyopathy.
Such therapettic proteins Include, but are not limited to, proteins such as corin, which converts pro-atrial
natiuretic peptide (pro-ANP) to ANP, ANP, which lowers blood volume and pressure by promoting
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sodium secretion and vasodilation, and B-type natriuretic peptide, (Steln et al. (1898) Amer. Heart J.
135:914-823; Levin ot al. (1898) New Eng. J. Mad. 338:321-328; Keating and Goa (2003) Drugs

683:47-70), as well as negative dominant forms of such genes , i.e. corin (Wu et al. (2002) J. Biol. Chem.
277:16000-16805).

identity novel modulators which are useful in the control of cardiac-related disease in mammals,
especlally In humans, examples belng cardiovascular hypertension, congestive heart fallure, or
cardiomyopathy. Such modulators are useful In treating a host with abnormal levels of corin gene
expression. The corin gene modulators may also be used to treat diseases and conditions affected by
the level of corin gene expression, such as, but not limited to, mechanic sfretch, blood volume, salt
excretion, urinary output, and vasomotor tone. The modulators are also useful in mimicking human
diseases or condltions in animals relating to the level of expression of selected polypeptides.

Specifically, agents that bind to and modulate such expression can be idantified by their ability
to cause & change In the transcriptional level of a reporter gene, e.g. luciferase, which has been
operably linked to & corin expression control region polynucleotide, es previously described. (See
Exaniple 2).

Agents that are assayed In the above method can be randomly selected or rationally selected
or designed. As used herein, an agent is said to be randomly selectad when the agent is chosen
randomly without considering any the specific sequences. An example of randomly selected agents is
the use of a chemical library or a growth broth of an organism or plant extract (Bunin, et al. (1882) J.
Am. Chem. Soc. 114:100897-10088 and referenced combined therein).

As used hereln, an agent is salkd to be rationally selected or designed when the agent Is chosen
on a nonrandom basls that takes into account the sequence of the target site and/or ks conformation in
connection with the agent's action.

Gane Therapy

The presant Invention provides corin expression control region polynucieotides which can be
transfected Into cells for therapeutic purposes in vitro and in vivo. These nuclek: acids can be Inserted
into any of @ number of well-known vectors for the transfection of target celis and organisms as
described below. The nucleic ackis are transfected Into cells, ex vivo or in vivo, through the interaction
of the vector and the target cell. Typically, the oparable linkage of a corin expression control region
polynucleotide and a second, therapsutically useful, polynucleotide elicits cardiac-specliic expression of
the second polynucieotide. The compoeltions are administered to a patient n an amount sufficient to
alicit a therapeutic responss In the patient. An emount adequate to accomplish this is defined as
“therapeutically effective dose or amount.”

L]
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Such gene therapy procedures have besn used to correct acquired and inherited genetic
defects, cancers, and viral infection in a number of contexts. The abliity to express therapeutically
useful artificial genes in humans faciiitates the prevention and/or cure of many important human
diseases, including many diseases that are not amenable to treatment by other theraples (for a review
of gene therapy procedures, see Anderson (1892) Science 256:808- 13; Nabel & Felgner, TIBTECH
(1963), Vol. 11, pp. 211-17; Mitanl & Caskey, TIBTECH (1883), Vol. 11, pp. 162-86; Mulligan, Science
(1903), Vol. 280, pp. $26-32; Dillon, 7IBTECH (1883), Vol. 11, pp. 167-75; Miller, Nature (1992), Vol.
357, pp. 455-80; Van Brunt, Blolechnology (1888), Vol. 8, pp. 1148-54; Vigne, Resiorative Neurol.
Neuroscl. (1885), Voi. 8, pp. 35-36; Kremer & Perricaudet, British Medical Bulletin (1885), Vol. 51, pp.
31-44; Haddada et &l., In Current Topics in Microbiology and Immunology (Doerfier & B&hm eds., 1995);
and Yu ef al., Gene Therapy (1884), Vol. 1, pp. 13-26).

Delivery of the gene or genetic material into the cell is the first step in gene therapy-basad
disease treatment. A large number of delivery methods are well known to those of skill in the art
Preferably, the nucleic aclds are admnistered for in vivo or ex vivo gene therapy uses. Non-viral vector
delivery syatems include DNA piesmids, naked nucielc acid, and nucisic acid compiexed with a delivery
vehicle such as a liposome. Viral vector dellvery systems include DNA and RNA viruses, which have
elther episomal or integrated genomes after dalivery to the cell.

Mathods of non-viral delivery of nucleic acids include lipofection, microinjection, biolistics,
virosomas, liposomes, Immunoliposomes, polycation or lipid:nuclelc acld conjugates, naked DNA,
artificlal virlons, and agent-enhanced upiake of DNA. Lipofection is described In, 6.g., U.S. Patent Nos.
5,049,388, 4,646,787, and 4,867,355, and lipofectian reagents ane sold commercially (6.g.,
Transfectam™ and Lipofectin™). Cationic and neutral lipids thet are sultable for efficlant receptor-
recognition lipofection of polynucleotides include those of Feigner, WO 81/17424 and WO 91/16024.
Delivery can be fo cells (ex vivo administration) or target tissues (in vivo administration).

The praparation of lipld:-nuclelc aciki complexes, Including targeted lippsomas such as
immunolipld complexes, is well known to one of skill in the art (see, 8.g., Crystal, Sclence (1885), Vol.
270, pp. 404-10; Bisese of a/., Cancer Gene Ther. (16885), Vol. 2, pp. 281-87; Behr st al., Bloconjugate
Chem. (1684), Vol. 5, pp. 382-88; Remy et &l., Bloconjugate Chem. (1884), Vol. 5, pp. 847-54; Gao 6!
al., Gene Therapy (1895), Vol. 2, pp. 710-22; Ahmad et al., Cancer Res. (1982), Vol. 52, pp. 4817-20;
U.S. Patent Nos. 4,186,183, 4,217,344, 4,235,871, 4,261,875, 4,485,054, 4,601,728, 4,774,085,
4,837,028, and 4,846,787).

The use of RNA or DNA viral basad systems for the dellvery of nucleic acids take advantage of
highly evoived procassee for targeting a virus to specific cells in the body and trafficking the viral
payload to the nucleus. Viral vectors can be administered directly to patients (/n vivo) or they can be
used to treat celis /n vitro and the modified cells are administered to patients (ax vivo). Conventional
viral based systems for the dellvery of nuclelc acids could include retroviral, lentivirus, adencviral,
adeno-associated and herpes simplex virug vactors for gene transfer. Viral vectors are currently the
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most efficient and versatile method of gene transfer In target cells and tissues. Integration in the host
genome s possible with the retrovirus, lentivirus, and adeno-associated virus gene transfer methods,
often resuiting in long term expression of the inserted transgene. Additionally, high transduction
efficiencies have been ocbserved in many different cell types and target tissues. In particular, at least six
viral vector approaches are cumently avallable for gene transfer in clinical trials, with retroviral vectors by
far the most frequently used syetem. All of these viral vectors utilize approaches that involve
complementation of defective vectors by genas Inserted into helper cell lines to generate the
transducing agent.

The fropism of a retrovirue can be altered by incorporating foreign envelope proteins, expanding
the potential target population of target cells. Lentiviral vectors are retroviral vectors that are able to
transduce or infect non-dividing cells and typically produce high viral titers. Selection of a retroviral
gene transfer system would therefore depend on the target tissue. Relroviral vectors are comprised of
cis-acting long terminal repeats with packaging capacity for up to 8-10 kbp of foraign sequence. The
minimum cis-acting LTRs are sufficlent for replication and packaging of the vectors, which are then used
to integrate the therapeutic gene into tha target cell to provida permanent transgene expression. Widely
used retroviral vectors Include those based upon murine leukemia virus {MuLV), gibbon ape leukamia
virus (GalLV), simian Immunodeficiency virus (SIV), human Immunodeficlency virus (HIV), and
combinations thereof (ses, a.g., Buchscher st al., J. Virol. (1892), Vol. 88, pp. 2731-38; Jphann et al, J.
Viral. (1862), Vol. 88, pp. 1635-40; Sommerfelt ot al., Virology (1980), Vol. 176, pp. 56-59; Wilson ei al.,
J. Virol. (1888), Vol. 83, pp. 2374-78; Miller ef &a/., J. Virol. (1881), Vol. 65, pp. 2220-24;
PCTAIS64/05700).

pLASN and MFG-S are axampies are retroviral vectors that have baen used In clinical triale
(Dunbar st al,, Blood (1995), Vol. 85, pp. 3048-57; Kohn et al., Nat Med. (1985), Vol. 1, pp. 1017-23;
Malech of al,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1897), Vol. 84, pp. 12133-38). PA317/pLASN was the first
therapeutic vector used in a gene therapy trial (Blaase et al., Science (1886), Vol. 270, pp. 475-80).
Transduction efficiencies of 50% or greater have been obsarved for MFG-S packaged vectors (Ellem et
al., Immunol. immunother. (1807), Vol. 44, pp.10-20; Dranoff ef &, Hurn. Gene Ther. (1887}, Vol. 1, pp.
111-23).

in applications where transient expresslon of the nuclalc acid is preferred, adenoviral based
systems are typically used. Adenoviral based vectors are capable of very high transduction efficiency in
many cell types and do not require cell division. With such vectors, high titer and levels of expresslion
have been obtalned. This vactor can be produced In large quantities in a relatively simple system.
Adeno-associated virus ("AAV") veciors are also used to transducs cells with target nuclelc acids, s.g.,
In the in vitro production of nuclelc ackis and peptides, and for in vivo and ax vivo gene therapy
procedures (see, 6.g., West et al., Virology (1987), Vol. 160, pp. 38-47; UU.S. Patent No. 4,787,368; WO
93/24841; Kotin, Hum. Gene Ther. (1984), Vol. 5, pp. 793-801; Muzyczka, J. Clin. Invest. (1884), Vol.
94, pp. 1351). Construction of recombinant AAV vectors are described In & number of publications,
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including U.S. Patent No. §,173,414; Tmatschin ot al., Mol. Cefl. Biol. (1885), Vol. 5, pp. 3251-80;
Tratschin et al., Mal. Cell. Biol. (1964), Vol. 4, pp. 2072-81; Hermonat & Muzyczka, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA. (1884), Vol. 81, pp. 86488-70; and Samuileki et al., J. Virol. {1688), Vol. 83, pp. 3822-28.

Recombinant adeno-associated virus vectors (rAAV) are.a promising alternative gene dellvery
system based on the defective and nonpathogenic parvovirus adeno-assoclated type 2 virus. All
vactors are derived from a plesmid that retains only the AAV 145 bp inverted terminal repeats flanking
the transgene expression cassetta. Efficient gene transfer and stable tranegene deslivery due to
integration Into the genomes of the transduced cell are key features for this vector system (Wagner et
al., Lancet (1888), Vol. 351, pp. 1702-03; Keams et a/., Gane Ther. (1898}, Vol. 8, pp. 748-55).

Replication-deficient recombinant adenoviral vectors (Ad) are pradominantly used in translent
expression gene therapy, bacause they can be produced at high titer and they readily infect a number of
different cell types. Moat adenovirus vectors are engineered such that a tranagene replaces the Ad
E1a, E1b, and E3 ganes; subsequently the replication defective vector s propagated in human 283 cells
that supply deletad gene function in frans. Ad vectors can transduce multiple types of tissues in vivo,
including nondividing, differentiated cells such as those found In the liver, kidney and muscle system
tissues. Conventional Ad vectors have a large camying capacity. An example of the use of an Ad
vectorin a clinical trial invoived polynucleotide therapy for entitumor iImmuntzation with intremuscular
Injection (Sterman et al., Hum. Gene Ther. (1988), Vol. 9, pp.1083-82). Additional examples of the usa
of adenovirus vectors for gene transfer in ciinical trials Include Rosenecker et al., Infection (1888), Vol.
244, pp. 5-10; Weish of al., Hum. Gene Ther. (1885), Vol. 2, pp. 206-18; Alvarez of al., Hum. Gene
Ther. (1987), Vol. 5, pp. 587-813; Topt et al, Gene Ther. (1688}, Vol. 5, pp. 507-13; Starman 6t &l.,
Hum. Gene Ther. {1998), Vol. 8, pp. 1083-89.

In many gene therapy applications, It is desirable that the gene therapy vector ba delivered with
a high degres of specificity to a particular tiasue type. A viral vector Is typically modified to have
specificity for a given cell type by axpressing a ligand as a fusion protein with a viral coat protein on the
outer surface of the virus. The ligand is chosen to have affinity for a receptor known to be present on
the call type of Intersst. For example, Han ef al., Proc. Netl. Acad. Scl. USA (18985), Vol. 82, pp. 8747-
51, reportad that Moloney murine leukemia virus can be modified to exprass human heregulin fused to
gp70, and the recombinant virus infects certain human breast cancer cells expressing human epldermal
growth factor receptor. This principle can be extended to other pairs of viruses expressing a ligand
fusion protein and target cell expressing a receptor. For examplis, flamentous phage can be
engineered to display antibody fragments (e.g., Fab or Fv) having specific binding affinity for virtually
any chosan cellular receptor. Although the above description applies primarily to viral vectors, the same
principles can be applied to nonviral vectors. Such vectors can be engineered to contain specific
uptake sequenceas thought fo favor uptake by apecific target celle.
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BCBLULCHAI L, OMPOSILONS ang Ac [ L R |

The present invention also relates to pharmaceutical compositions which may comprise the
corin exprassion control region, or a vector comprising the expression control region, in combination
with a pharmaceutically acceptable carrier. In one embodiment of the prasent invention, the
pharmaceutically acceptable carrler Is pharmaceutically inert.

Gene therapy vectors can be delivered /n vivo by administration to an Individual patient, typically
by systemic administration (e.g., intravenous, intraperitoneal, intramuscular, subdermal, or intracranial
infusion) or topical application, as described below. Altematively, vectors can be delivered to cells ex
vivo, such as cells explanted from an Individual patient (e.g., lymphocytes, bone marrow aspirates,
tissue biopsy) or universal donor hematopoletic stem cells, followed by relmplantation of the cells into
patlent, usually after selaction for cells which have incorporeted the vector.

Ex vivo cell transfection for diagnostics, research, or for gene therapy (e.g., via re-infusion of the
transfected cells into the host organiam) Is well known to those of akill In the art. In a preferrad
embodiment, cells are Isolated from the subject organism, transfected with a nuclelc acid (gene or
cDNA), and re-infused back Into the subject organism (e.g., patient). Various cell types suitable for ex
vivo transfaction are well known to those of skifl in the ari (see, e.g., Freshney et al,, Culiure of Animal
Ceils, A Manual of Basic Technique (3" ed., 1994)) and the references cited therein for a discussion of
how'toIsoiate end culture cells from patients).

Vectors (e.g., retroviruses, adenoviruses, liposomes, efc.) containing therapeutic nucleic acids
can be also administered directly to the organism for traneduction of calls in vivo. Altematively, naked
DNA can be administered. Administration is by any of the routes normally used for introducing a
molecule into ullimate contact with blood or tissue cells. Sultable methods of administering such nucleic
acids are avaiiable and wsll known to those of skill In the art, and, aithough more than one route can be
used to adminlister a particular composltion, a particular route can often provide a more immediate and
more effective reaction than another route.

Phamacsutically ecceptable carriers are determined In part by the particular composition being
administered (s.g., nucleic acid, protein, modulatory compounds or fransduced call), as well as by the
particular method used to administer the composition. Accordingly, there are a wide variety of suitable
formulations of pharmaceutical compositions of the present invention (ses, 6.9., Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 17 ed., 1986). Administration can be In any convenient manner, 6.g., by
Injection, oral administration, inhalation, or ransdermal application.

Formulations suitable for oral administration can conslst of: {a) liquid solutions, such as an
effective amount of the packaged nuclelc acld suspended in diluents, such as watsr, saline or PEG 400;
(b} capsuies, sachets or tablets, each containing a predetermined amount of the active ingredient, as
liquids, solids, granules or gelatin; (c) suspensions In an appropriate fiquid; and (d) suitable emulsions.
Tablet forms can include one or more of lactose, sucrose, mannitol, sorbitol, calclum phosphates, com
starch, potato starch, microcrystalline cellulose, gelatin, colloldal ellicon dioxide, talc, magnesium
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stearate, stearic acid, and other excipients, colorants, fillers, binders, diluents, buffering agents,
moistening agents, preservatives, flavoring agents, dyes, disintegrating agents, and pharmaceutically
compatible camriers. Lozenge forms can comprise the active ingredient in a fiavor, e.g., sucrose, as well
as pastilles comprising the active ingredient In an inert bese, such as gelatin and glycerin or sucrose
and acacia emuisions, geis, and the like contalning, in addition o the active Ingredient, carriers known
In the art.

The compound of cholce, alone or in combination with other suitable components, can be made
into aerosol formulations {i.e., they can be "nebulized") to be administered via Inhalation. Aerosol
formulations can be placed into pressurized acceptable propellants, such as dichiorodifluoromethana,
propane, nitrogen, and the llke. ’

Formulations sultable for parenteral administration, such as, for example, by intrearticular (In the
joints), intravencous, intramuscular, Intradermal, Iniraperitoneal, and subcutaneous routes, include
aqueous and non-aqueous, isotonic starlle injection solutions, which can contain antiaxddants, buffers,
bacteriostats, and solutes that render the formulation lsotonic with the biood of the intended recipient,
and aqueous and non-aqueous sterile suspensions that can include suspending agents, solublizers,
thickening agents, stabilizers, and preservatives. In the practice of this Invention, compositions can be
administerad, for example, by intravenous Infusion, orally, topically, Intraperitoneatly, intravesically or
intrathecally. Parenteral adminlstration-and Intravenous administration are the preferred methods of
administration. The formulations of compoaltions can be presantad in unit-dose or muit-dose saaled
coniainers, such as ampuies and vials.

Injection solutiona and suspensions can be prepared from sterile powders, granuies, and tablets
of the kind previously describad. Cells franaduced by nuclelc acids for ex vivo therapy can also be
administsred Intravenously or parentsrally as deacribed above.

The dose administered to 2 patient, in the context of the present invention should be sufficlent
to effect a beneficial therapeutic response in tha patient over time. The dose will be determined by the
efficacy of the particular vector employed and the condltion of the patient, as well as the body weight or
surface area of the patient to be treated. The size of the dose also will be determined by the extstence,
nature, and extant of any adverse skie-effects thet accompany the administration of a particular vector,
or transduced cell type in & particular patient.

In determining the sffective amount of the vector to be administered, the physician evaluates
clrculating plasma levels of the vector, vactor toxicities, progression of the disease, and the production
of antl-vector antibodles. In general, the dose equivalent of & naked nuclelc acld from a vector is from
about 1 ug to 100 pg for a typlcal 70 kllogram patient, and doses of vectors which Include a retroviral
particie are calculated to yleld an equivalent amount of therapeutic nuclelc acld.

For administration, compounds and transduced calis of the present Invention can be
administered at a rate determined by the LD-50 of the inhibltor, vector, or transduced cell type, and the
akde-affects of the inhibltor, vector or cell type at various concentrations, as applled to the mass and
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overall health of the patient. Administration can be accomplished via single or divided doses.

Kits

The present invention further relates to pharmaceutical packsa and kits comprising one or more
containers filled with one or more of the ingredients of the aforementioned compositions of the
invention. Associated with such container(s) can be a notice in the form prescribed by a govemmental
agency regulating the manufacture, use or sale of phanmaceuticals or biological products, reflecting

approval by the agency of the manufacture, use or sale of the product for human administration.

Iransgenic Mice

The corin expression control region polynucleotides of the present invention may also be usad
to produce a transgenic mammal, preferably a mouse. Such a transgenic organism is useful, for
example, for identifying and/or characterizing agents that modulate expression and/or activity of such a
polynucleotide. Tranegenic animals are also useful as modeis for cardiac disease states.

The Invention disclosed herein also relates to a non-human transgenic animal comprising within ite
genome one or more copies of the polynucleotides of the invention. The transgenic animals of the
Invention may contain within their genome multiple coples of the polynucleotides. '

in a preferred embodiment, the transgenic animal comprises within its geriame an expression
control region of the human corin gene. A varlety of non-human tranegenic organisms are
encompassed by the Invention, Including e.g., drosophila, C.elegans, zebrafish and yeast. The
transgenic animal of the invention Is preferably a mammal, 6.g., a cow, goat, sheep, rabbit, non-human
primate, or rat, most preferably a mouse.

Methods of producing transgenic animals are well within the skill of thoee in the art, and
Include, e.g., homologous recombination, mutagenesis (6.g., ENU, Rathkolb et al.(2000) Exp. Physiol.,
856:635-644), and the tetracycline-regulated gene expression system (e.g., U.S. Pat. No. 6,242,667),
and will not be described in detall herein. (See e.g., Wu et al, Methods In Gene Blotechnology, CRC
1997, pp.3368-366; Jacenko, O., Strategles In Generating Transgenic Animals, in Recombinant Gene
Expression Protocois, Vol. 82 of Methods in Molecular Biology, Humana Press, 1997, pp 388-424]

The present invention also relates to & non-human knockout animal whose genome contains
an expression control reglon of the human corin gene which is operationally linked to a reporter
sequence and wherein sald control reglon ls affective to Initiate, terminate, or regulate the transcription
of the reporter sequence.

Functionat disruption of the reporier saquence operatively linked with the control sequence can
be accomplished in any effactive way, Including, e.g., introduction of a stop codon Into any part of the
coding sequence such that the resulting polypeptide is blologlcally Inactive (e.g., becauss It lacks a
catalytic domalin, a ligand binding domalin, etc.), introduction of & mutation into a promater or other
reguletory sequence that is effective to tum It off, or reduce transcription of the reporter sequence of an
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exogenous saquenca Into the reporter sequence which inaclivates it. Examples of transgenic animals
having functionally disrupted genes are well known, e.g., as described in U.S. Pat. Nos. 6,239,326,
6,225,525, 6,207,878.

Without further elaboration, it s believed that one skilled In the art can, using the preceding
descriptions, utilize the present invention to its fullest extent. All examples were carries out using
standard techniques, which are weil known in the art, sxcept where otherwise described in detail.
Routine molecular biology techniques of the following examples can be carrled out as described in
standard laboratory manuals, such as Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd
Ed.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989.

The following prefamed specific embodiments are, therefore, to be construed as merely
lllustrative, and not limitative of the remainder of the disciosure in any way whatsoever. The entire
disciosure of all appiications, patents, and pubtications clted above are hereby incorporated by
reference.

Exampie 1: lsolation and characterization of the human and mouse corin genes
including the 5'-flanking regions

To clone the human and murine corin genes and thelr 5'-flanking regions, specific
oligonuclactides comasponding to the 5'- and 3'-ends of corin cDNA sequences were synthesized.
These oligonucleotide primers were tested for ampiifying specific products in PCR-based reactions
using humaen or murine genomic DNA. PCR reactions were performed ueing PCR Reagent System
(Life Technologies Inc.) with 30 cycles of amplification (1-min denaturation at 94°C, 1-min annealing at
50°C, and 1-min extenslon at 72°C) and a final 7-min extenslon at 72°C. The paire of primers that
succassfully amplified apecific PCR products were then used In a PCR-based screen to identify BAC
clonas contalning the human or murine corin gene and/or thelr exprasslon control regions. DNA
isolation from BAC clones was camied out according to the manufacturer's Instruction (Incyte Genomics,
Palo Alto, CA). The identified positive bacterial artificial chromosomes (BAC) clones were further
confrmed by Southem analysis using *P-labeled human and murine corin cDNA probes. The BAC
clones wers either directly sequenced by a shotgun stretegy or subcloned into pUC118
(PanVera/Takara, Madison, W1) for sequencing. The assembly of the shotgun sequences was
performed using the Staden software package (MRC Laboratory of Molecular Blology; Bonfield et al,
(1985) Nucleic Acld Res. 23:4882-4988).

Four BAC clones, two each containing the human and murine corin genes, were obtained by
PCR-based screening. Three BAC clones were sequenced by a shotgun strategy using dye terminator
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chemietry. Combination of the shotgun data with the publicly avallable trace file iInformation

" (hitp://www.ncbl.nim.nih.gov:80/Tracesfrace.cal, hitp:/Arace ensembl.om). contiguous sequences of

340 kb containing the human corin gene, and 5 contigs for the murine corin gene were assembled. The
order of 5 contigs was confirmed by the existence of several mated reading pairs In respective
neighboring contigs. The distance of those allowed us to determine the gap size to be less than 500 bp,
bsecausa the Insart skze of the public shotgun librarles was well defined. The structures of the human
and murine corin genes were then analyzed. The 340-kb human genomic sequencs, however, did not
contain the 5-flanking reglon. An additional 4165 bp Hind lil-EcoR | fragment was isolated from BAC
26540, which included the first 3019 bp of the 5'-flanking region, all of exon 1 and part of intron 1
(submitied to the GenBank™/EB| data Bank with the accession number AF521008).

The corin expression control region polynucleotides (SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: § and SEQ ID
NO: 8) were all derived from the 4165 bp Hind ill-EcoR [ fragment (Figure 8; SEQ ID NO: 2) isolated
from BAC26540, using a PCR-based method, or restriction enzyme digestion, or a combination of both.
For example, the 4023 bp corin expression control region polynucleotide (SEQ ID NO: 8) described
hereln was amplified from the 4165 bp Hind lil-EcoR | fragment or human genomic DNA using the
primers F1 (5-AAGCTTCATGAGGGCAGGAG-3') (SEQ {D NO: 7) and )
R1 (5'-GAGCTCGCTTATTCTTCTGTCCACTT-3") (SEQ ID NO: 8). The 1283 bp corin expression

. chntrol reglon polynucieotide (SEQ ID NO: 5) described herein was amplified from the 4185 bp Hind Ill-

EcoR | fragment or human genomic DNA using the primers

F2 (5-AAGCTTATAAAAATAATAGCTTCTTC-3') (SEQ ID NO: 8) and R1. The 391 bp corin expression
control region polynuciectide (SEQ ID NO: 4) described herein was ampiified from the 4165 bp Hind llI-
EcoR | fragment or human genomic DNA using the primers

F3 (5'-AAGCTTAGTAACTCTTTTGCTCCCAA-3') (SEQ ID NO:10 ) and R1. Any mammalian tissue
such as feukocytes from which DNA may be easlly extracted Is a suitable source of ganomic DNA for
the ieolation of mammallan corin polynuciectides.

Example 2: Promoter Activity of the 5'-flanking reglons

The promoter activity of the 5'-flanking reglons of the corin genes wae examined by preparing
reporier constructs In which sedally truncated fragments of the 5'-flanking sequences of human or
murine corin genes were linked to a promoieriess luclferase gene (see Figure 4A).

The human corin promoter reporter constructs, hCp1297LUC (1283 bp corin expression control reglon
(SEQ ID NO: ) linked to the firefly luciferase gene) and hCp405LUC (391 bp corin expression control
reglon (SEQ ID NO: ) finked to the firefly luciferase gene), were generated In two steps: first, PCR-
based cloning of the 5™-ftanking region of human corin gene from —1287 or ~405 to ~15 (relative to the
tranelation Initlation codon ATG) using primers that bear reetriction sites of Sac 1 and Hind Iii,
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respectively; and, second, insertion of the respective PCR products into the Sac | and Hind il sites of
the pGL3-basic vector (Promega, Madison, WI).

Similarly, the murine corin promotar constructs, mCp1183LUC, mCpB0SLUC and
mCpB848LUC, were aiso made by the PCR-based cloning approach described above. Plasmids for
these constructs ware prepared using an EndoFrea Plasmid Max kit (Qiagen, Valencia, CA).
Transfection of HL-5 cells (Claycomb et al. (1888) Proc. Natll. Acad. Scl, USA 85:2979-2084) was
carried out using a lipofectin-basad method according to the manufacturer's instruction (Life
Technologles). Briefly, 10 ug DNA of each of the corin reporter constructs pius 0.1 ug of pRL-SV40
(Promega, Madison, WI1) was mixed with 20 ug of lipofectin in 1 ml of OPTI-MEM | reduced-serum
medium. The mixtura was incubated for 30 min at room temperature, and was then added to ~ 70%
confluent HL-5 cultured in one well of 6-well plates. After incubation for 8 h, the medium was replaced
with fresh Ex-Cell 320 culture medium; and 30 h iater, the transfected celis were harvested and assayed
for firefly and Renifla luciferase activities. A dual luctferase activity assay was performed according to
the manufacturer’s instruction (Promega). Briefly, cell exiracts were prepared by lysing the transfected
cells with 250 ul of freshly diluted passlve lysis buffer (Promega). The lysates wers frozen and thawed
onca before centrifugation at 13,000 rpm for 5§ min to peliet the cell debris. The supematants were
transfermed to a fresh tube, and a 20-ul aliquot of the supematants was assayed by a Dual-Luciferese
Reporter Assay systsm. The luminestance of the sampies was monttored by a Micropiate Luminometer
LB88 V (EG&G Berthold), which measured light production (relative light units) for a duration of 10 s.
Each of the call exiracts was assayed In triplicete. Each transfection experiment for each construct was
performed jn triplicate. Firefly luciferase activity was normalized to the activity of Renffia luciferase.

As shown In Figure 4B, human corin reportar constructs hCP1207LUC and hCP406LUC
promoted luciferase activities that were significantly higher than background in pGL3-basic transfected
cells. Similarly, murine receptor constructs mCp1183LUC, mCp808LUC, and mCp648LUC promoted
significant luciferase activities comparable to thosa of the human constructs. These data sugpest that
the cis sequence ra'sponslble for most of the promoter activity Is located between nuclectides —405 to
-15 or nucleotides —846 to —77 In the human and muripe corin genes, respectively.

BExmmple 3: Demonstration of Cardiac-specific Expreasion

To determine whether the constructs madiate cardiac-apecific expression, Hela cells (ATCC
No. CCL2), which da not express corin mRNA and protein were transfected with the constructs
described above. in contrast to thelr high activities in HL-5 celis, constructs hCp405LUC and
mCp848LUC had only minimal promoter activity In Hela cells (Fig. 5). As a contro, aimultaneously
transfectad pRL-SV40 promoted higher leveis of Renilla luciferase activity in Hela than in HL-5 ceils,
Indicating thet HeLa cells were as readlly transfectad as HL-6 cells In these experimenis. These rasults
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indicate that the 5'-flanking aaquenca.s from 405 to —15 of the human or-648 to —77 of the murine
corin genes contain elements that are sufficient for specific expreasion in cultured cardiomyocytes.

Exampie 4: Proximal GATA elements that bind to GATA-4 are required for
optimal function of the corin promotars.

The 5'-flanking regions from nucleotides ~405 to —15 in human or from nucleotides-646 to -77
in mouse were sufficient to promots high levels of gene expression In cultured cardiomyocytss but not in
Hela cells. This suggests that theae reglons contain regulatory elements responsible for the
cardiomyocyte-specific expression. Inspection of these regions revealed a conserved GATA consensus
sequence (designated as the proximal GATA sequences).

To determine whether the proximal GATA sequences indeed bind to GATA protsins, we
preparad nuclear extracts from exponentially growing HL-5 cells as described (Schrelber E. et al.,
(1989) Nudleic Acids Res. 17.:6418) and performed a compstition electrophoretic mobllity shift aseay
{EMSA) using a well-characterized consensus GATA oligonucleotide probe (Redondo, J.M. et al. (1980)
Science 247(4947), 1225-9) and probes encompassing each of the proximal GATA.sequences (Figure
6A). The double-stranded oligonuclectide probes containing two consensus GATA sequences or
mutated GATA sequences (GATA to CTTA) were purchased from Santa Cruz Blotechnology. The
probes (see Figure 6A) encompassing human or murine corin GATA (SEQ ID NOS: 11 and 13,
respectively), or mutated human and murine corin GATA {GATA to CTTA) (SEQ ID NOS: 12 and 14,
respectively), sequences were synthesized and HPLC—purified. The ocligonuclectide probes were 5'-
end-abeled with T4 polynucleotide kinase (Life Techologles) using [gamme-"P] ATP (3000 Gi/mmol,
Amersham Pharmacia Blotech). Gel mobillity. shift assays were performed as described previously (Pan,
J. & McEver R.P. (1993) J. Biol. Chem. 268:22600-22608). As expected, the labeled consensus GATA
probe (SEQ ID NO: 15) formed a sequence-spacific DNA-proteln complex when incubeted with nuclear
extracts of HL-5cella (Fig. 8B). The formation of this complex was prevented by addition of a 100-fold
excess of the uniabeled probe but not of an unrelated GAS element. The complex formation was
dependent on the intact GATA sequence, because mutations in the GATA sequenca aboiished the
formation of the complex. Furthermore, the complex was not detected in the presence of a 100-fold
axcess of the uniabeled probe containing either the human or murine proximal GATA sequences. In
contrast, a 100-fold excess of the uniabeled probes encompassing the mutant proximal GATA
sequences (SEQ ID NOS: 12 and 14) had minimal effect on the complex formation. These data indicate
that the corin proximal GATA sequences and the consensus GATA probe bind to a common GATA
protein(s).

To determine which GATA protein(s) was Involved in the complex, we performed EMSA with the
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labeted consansus GATA probe In the presence of antibodles against members of the GATA family.
Antibodies against mouse GATA-1 (8C-1234x), GATA-3 (8C-288x), GATA-4 (SC-12237x) and GATA-8
(SC-7244x) were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). As shown in Fig. 8C, an antlbody
against GATA-4 markedly inhiblted the complex formation, whereas antibodies against GATA-1, -3 and
-8 had little effect. To direcly demonsirate the binding of GATA-4 to the proximal GATA sequence, we
used the labeled human proximal GATA probe in the absence or presance of the same antlbody against
GATA-4. Asshown in Fig. 6D, the antibody against GATA-4 completely Inhibited the formation of a
DNA-protein complex with a similar mobility to that of the complex formed with the consensus GATA
probe. These data indicate that GATA-4 bound to the proximal GATA sequences, suggesting that the
binding of GATA-4 to the praxdmal GATA sequences may contribute to the gene expression of corin in
cardiac myocytes.

To cormoborate whether the proximal GATA elements are actually required for the promoter
activity, we mutated the wild-type sequence AGATAA to ACTTAA In the human or murine constructs
that promoted the highest promoter activity (Figure 7). The mutant constructs, hCp405mutGATA and
mCp840mutGATA, were constructed by an overlap PCR protocol (Ho S.N. et al., (1988) Gene (Amst)
77:51-59). Briefly, two separate PCR products, one for each half of the hybrid product, were generated
with elther an antisense or sense mutated GATA oligonucleotide and one outside primer. The two
producis were purified and mixed. A second PCR wes then performed using the two outside primers.
The PCR product was digested with Sac | and Hind I)l, and ligated Into Sac |- and Hind ill-digested
pGL3-basic vactor. All constructs were confirmed by restricion mapping and DNA sequencing. The
mutations in the GATA element were the same as those made In the mutant GATA probes used In the
EMSAs. When transfected into HL-5, the human and murine mutant constructs had 10% or 42% of
promoter activities as compared to thelr reapective wild type sequences. These results show that the
proximal GATA elements are required for constitutive expression of the human or murine corin genes In
cuttured cardiomyocytes.

The preceding exampies can be repeated with simflar success by substituting the ganerically or
specifically described reactants and/or operating conditions of this invention for those used In the
preceding examples.

While the Invention has been liustrated with respect to novel expression control regions for the
human or mouse corin gene, |t ls apparent that variations and madlfications of the invention can be
mada without departing from the spirit or scope of the invention.
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WHAT IS CLAIMED S:

1. An Isolated polynucleotide comprising a mammalian corin expression control region,

wherein the control region modulates the transcription of a heterologous polynucleotide to which it is
operably linkad.

2. The polynucleotide of Claim 1, wherein the control region modulates transcription of a
mammallan corin gene.

3. The polynuclectide of Claim 1, wherein the transcription occurs in cardiac tissue.

4, The polynucleotide of Claim 1, wherein the control region comprises a transcription
regulation element, selectad from the group consisting of GATA, Tox-5, Nix2.5, or NF-AT binding sites.

5. The polynucieotide of Claim 1, wherein the control region binds to transcription
regulatory protsins, wherein the proteine are selected from the group eonslstlng. of GATA-4, Tbx-5,
Nic2.5, KrppeHike factor, or NF-AT transcription factor.

.--u‘

6. The polynuclectide of Claim 1, wherein the mammal |s a human.

7. The polynucleotide of Claim 6, wherein the polynucleatide has the sequence set forth in
SEQID NO: 4,

8. The poiynucieotide of Cialm 6, wherein the polynucieotide has the sequencae set forth in
SEQ ID NO: &.

9. The polynucleotide of Claim 6, wherein the polynucleotide has the sequence sst forth in
SEQID NO: 6.

10. A fragment or variant of the polynuclecotide of Claim 1, wherein the fragment or variant
is capable of franscribing the heterologous polynucleotide to which it is operably linked.

11. The fragment or variant of Clalm 10, whereln the fragment or varlant has a sequence
which Is et least 70% Identical to SEQ ID NO: 4.

12. The fragment or variant of Claim 10, wherein the fragment or variant has a sequencs
which is at least 70% identical to SEQ ID NO: 5.

3%
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13. The fragment or variant of Claim 10, wherein the fragment or variant has a sequence
which is at least 70% kientical to SEQ ID NO: 6.

14. A vecior comprising the corin expression control agion of Claim 1.

15. A host cell compriging the vector of Claim 14.

16. A mathod of producing a polypeptide comprising expressing from the host cell of Claim
15 a polypeptide encoded by a heterologous polynucleotide oparably linked to the corin expression
control region.

17. A method of producing a polynuclectide comprising expressing from the host cell of
Cialm 15 an anisense molecule encoded by a heterologous polynucieotide operably linked to the corin
expression control region.

18. A pharmaceutical composition comprising the vector of Clalm 14 in a pharmaceutically
acceptable carrier.

18. A pharmaceutical composition comprising the cell of Claim 15 in a phamaceutically
accepiable camier.

20, A method of identifying an agent which modulates the exprasslon of a human corin
gene in a cell, wherein the methcd comprisas:

(a) producing a recombinant vector In which an Isolated polynucieotide comprising a
mammalian corin axpreasion control region is operably linked to a reporisr gene;

(b} transfacting the cell with the recombinant vector;

(c) treating the cell with the agent;

(d) measuring the level of expression of the reporter sequence in the treated cell; and

(e) comparing the level of expression of the reporter sequence In the presence of the agent to
the level of expression In an transfocted conirol cell which has not been treated

21, The method of Claim 20, wherein the call is a cardlac myocyte cell.

2, A method for modulating the expreasion of a gene in a human subject, the method
comprising:

(a) producing a recombinant vector in which an isolated polynucieotide comprising a
mammalian corin expression control region is operably linked to & heterologous polynucisotide;
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(b) administering the vector in a therapeutically effective amount to the subject.

23, The method of Claim 22, wherein the heterologous polynucleotide encodes a

therapeutic protein such as corin, ANP, B-type natriuretic peptide, phospholamban, ACE, or negative
dominant forms of these genes.

24, The method of Claim 23, wherein the heterologous polynucleotide encodes corin.

25. The method of Claim 22, wharein the heterologous polynucleotida encodes a
therapettic polynucisotide such as an antisensa RNA molelcule or a catalytic RNA molecule.

286. The method of Claim 22, whereln the control region I8 selected from the group
consisting of SEQ ID NO: 4, SEQID NO: 5, or SEQ ID NO: 8.

27. A method for freating congestive heart failure, hypertension or myocardial infarction In a
human subject, the method compriging administering a therapeutically effective amount of an Isolated
polynucleotide comprising a mammallan corin expression control region, operably linked to a gene
selectad from the group consisting of corin, ANP, B-type natriuretic peptide, piiospholamban, ACE, or
negative dominant forms of these genes, {o the subject

28. The method of Claim 27, wherein the gene Is corin.



Figure 1
A
Human
1 2 4 5 6 710 1112 131416 1719 20-22
1 I | 1 I Ll it
T | 1 i | L L L
" E BAC26540 (~119 kb) BAC clone (~ 96 kb)
4166 bp
B
Mouse
1 2 4 5 6 710 11131416 1719 20-22
] 1 I | I I
il | i — 1 |
— 1
contig 1 (~51 kb)
contig 2 (~110 kb) . »
contig 3 (~ 37 kb)

contig 4 '(- 15 kb)
¢ ntig 5 (~ 59 kb)

3Y

i/

SEITOLEN OM

IFL9UL/€0SN/LOd



®
W
U

£
°
s
S
Figure 2 5
ExonF 23| 4 | 5|6|7|8]9[10| 11 |12]13|14(15|16[17}18| 19| 20 |21 22
s
a e P P mow ]
NH2— | /}I’%kmfﬁﬂf X g H D S |coH
TM Frizzledi LDLR1-5 Frizzled2 LDLR6-8 SRCR Protease domain
.
:



o

WO 03/102135 PCT/US03/16741
314

FIGURE 3
-1596 ARRGAAGATGARATAGAAACTTGTACTTGGCCT-CAGAATGCCTGTAGAAACCTTAGCAA h

-1810 AACTCTGAAATGAAAGAAACTCA-ACTGAGCCTTCAAGATGGGTGAACGTAC---ACCCA m
-1537 TTGAATCCAGCCCTTA-TGTTATAGGCTGAG-TTAACTGTGGCCCAGAAAGACTATGTGA h
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-1754 CTGT-TCCATCACAGACTGCTTAACTCTGGCCITCAGGGTGG- - ~AGTTGGCARATGTG- m

Thx5 site
-1479 TTTGCTCACAGTTCTTGATTCCCAGACTGGC- -ACTGCGG-TGATGETGTETGATGAGGT h

L L || LU L T
GCTCTGEGTTCICAGATORGETICCTCTGGETCGTERTATGCECTRACEE m

-1699 TCTCCTGG--

-1422 AGTATCTTAGTAAGAACACAATC-CAGAA-GTCACTGCCTCGGGGGAATCCCAGCTCAGC h

UL S R R L L
1 AGTGTCICAGTCAGARCTCAGTCACAARATGCCACCATCTCTGGGGAGTGTCASCT

CA-C m

-1364 TTCTTGCTAGCTTGCGTAGGCTGGTTACITCACTTCAGCTCCCTGAATCTGCTTTCTITAT h
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-1582 TGCCTACCAAATGACCTCAGCGGGTTA-TGC---~-CAGTTCCCT -~~~ -~~-~~- CTCAT m

-1304 CTCTAAAATAAAAATAATAGCTTCTTCCTCAGAGTAGTTGGTGGAACTGAAAGAATACAT h

HULL T LI III 1

-1538 CTCTAAGTTAAAGA-------=-=r=====-= GGGTAT - --GIGCAA- - -——-m

-1244 GTAAAGTGCTTAGTATGACACCIGCCACATAATATGAACTGAATTATTGTGARTTATGAT h

LY L L III IIIIITIIII 1]
T-TTGTGAATTGIGAA m

~1504 GIGCAGAGCCCGGCATG- ---CTGGAACA-~~---=-~

-1184 AAATTTGTCAGATACTGGTTTACAARTCGGATGTTAGAATAACARTGGAATCA-GIGTITC h

1 e

-1458 ACCCTTGTTAGAAA-TGGCATGCCTCACTGATGCTGGAATAACTTGAGGTCAAGTGTCCC m

-1125 AGTCATTTTACTATACATRATGCAATATTTTCTACATTTGA

TCTCACTTCAGAARCARAAT h
1] l|||| | l|| | L TH T
AACGACACATAGATGH CTCCATGICTTTTCGGARGCARAGT m

-1399

-1065 AC---TGCCCCCCCCATTTTACAAATGCATATTTTTTTCTCAGCA-ATAATGTTCARGAA h

-1340 ACCCATTACCACTTCCITCCACTCGTACARATGTGCCTTTGTCCA TGATACT--~ m

-1009 CAAGTGCTTGGCCCATATTTIGTICTCTTTACATGGCTTTCITTAAATAATGGGGATGGA h
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FIGURE 3- continued
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TTARARATG

1232 CT-ACAGTATAACCT--TGAA -TGAAAR

-889 GATG-AARRATCATTTCTARGAAAA--------=--=-==-= ACCCAATGAAGTGTTTTT--- h

-1178 CATTTAAAACTCACGTTTAAGAAAACTTARATTTTTGTTATCCTTGGCGGTTITTTTITIT m

-847 C--TTTGCCACA----TTTGACAATTGCCTTGGACTTGGTAAAGTAATCATTACTGIGIT h

LR b L L ELL II L1 LA

-1118 CAATTTTCGATARATATTTAAGRATTGTCTIGGGCTTC-~AATGCAACCITTGCTTTIG-- m
NF-AT
-793 GAGTACCTCCAGTGCCCTCCTTGACGCTGCCTTAGAAAAGGTAGCTGCTTTTGAATGACA h

Il L LT R L L L

-1062 TGTCTACACTGCTTTCCTTGACGCTA- - TTAGAAT - -GCAGCTCCCIGTC- -TGATG
-733 GGCAGGAATTTGTTCGCCTTTTAGGTTCAGCCTGTAGCTGCCCICTGCAGGAAATCAGNA h
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|||I || H IR AR HHII | II
- AGTGTCTGAAGACATTCATTTTGATACTTCO
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AGAARATCCTTTCGATCTAATATEGCARATTTCGAGARRAGTAACTCTT b
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~395 TTG-CTCCCAACCAGTCTTCCACAACTTARACTTAATCGT

CCTGTCCTTTITCIGCTECC b
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ACACTGCTCAACARAGTTCTGC- - CCTCAACARAGCAGCAARGGCCARAGCTGCTGCC m
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FIGURE 3 - continued

NF-AT Tbx5 site
-336 C--TCGTGGA- -G--T- - - --GTAAGTTTTT--~------~-- GAGG- -GAGACCAGCAGA h
IR 11 L T 10
-630 CCATAGTTGAAGGGTTGGTTTGTTIGTTTTTICCCTCETOTCGACGATGGGGGCAGTAGA m
NF-AT GT Box

-300 AACT-GACTTTCCATATGCCCCTGAAGRATAACTTCTTTGAR

TGCAAAGAGUTGGGGACA h
VL L W L T T
CICTTGGCTCTCCATCTECCATAGRAARATAACT T T T TGRAGGCT - -GGBITGG0TAT

-241 CGGAGGATCTGTC - -ATTACGGETTATTATGCGTGGCACCCAGAGACGGGACTCAAGCEA h
UL T LHE IHI VAL LT
-513 -GGAGGAACTCTCTCATTAAGCGTTAT - - -GSGTACGACCCAGAGACGTGAGTGAAGGGA m

ThxSslte  GT box " TATA box
-183 GEFTGTEGCCCACGIATEAAATCTGTAGAGCAGACAAAATATGGGGCCCCTGGCGCTTAA h
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FIGURE 8

-4037 AAGCTTCATG AGGGCAGGAG TGCAGTTTTIG TTTATTACTG TAACCTCAGA GTAGAGAAGC
-3977 CTGGCCACAT AGTAGATGCT AGTATTCGIT TCCTAGGGCT GCTGTAACAG ATACCATACA
-3917 TGAGITACIT AARACAACAG AAATTTATTC TTTCACAGTT TAGGTGGCCA GAAGTCCCAA
-3857 ACCAAGATAT AACAAATTAT ATCTGCAAAG CCTTTATTIC CACAGAACCA CATTCTGAGG
-3797 TTCTGGGTGG ACATTAATTT GOCAGGGAGT AGTGGGGGGA CACTAACCTA CTACAGTGCT
-3737 CAGTAAATAT TTATTGGGTG AATGAAAATT CAGAGTGTAT TCTAAGCTGT AAACCCCTTG
-3677 GATGTTTTCA TCACAGICIT CTCTTAATAA CTGCTACAGA ACATAAGGAT TAGTTTOTGG -
-3617 TCCCAGATTT TTTAGGCTCC RATTCTGCIT CTACCACTIT CTACTTGTGA GCTCTTAGGC
-3557 AAGCTATTTA ACTTTGTAAG CCTCAGTTIC TTCTGTAAAA TGGTGACAAT AAGAAATAAC
-3497 AGTAAGTGCC CAATAAGTTT TAACTATTAT TATGTGTCTA TAGCTATTIT AAAGCACTTT
~3437 CTATATGTAA TCCTCATAAC AACCGTATTA GGTGAGCCTA TTACACTTCT CATTTTATGA
NF-AT site
-3377 CAAAGGAAAC TAGATTTGTT TCAAGAATGA AAARCCTAGA AAATTATATG TCACTTTATG
-3317 AAGTGCCTGG CACATAGTAC ATAGAATAGC TTAGCTACAA TAATATAGAT ATGTGACTTT
-3257 ACCTCATAAC TTTAAGACAT CTCAAATTGA TTCACAAATC AGARAAAAAA TCTGAGGCAT
-3197 CAGATGTCGAG GTGAGGTGAG GIGAGGCATC TCAGITTTIG CACATATGGT TACTGTTATT
-3137 GAGGGAGCTC CATGTCATTG AGGGAGCTCC ACGTCATTGA GGGAGGACTG GGTGGGATGC
-3077 TGGCCAAAGG TAGGGGCATA TTTAGGCAGT GAAATTGCAG TTATGGGACC CCTCTATAGC
-3017 ACTAGATGTG TGAGAGGACT ARAAATAAAAR TTCCTTTGAA ATTTCTTACA GAGTCATATA
-2957 TTACCTCCTT CCCAATGACT ACTGTGGTAT ATTRAGAGTAG GGGATTGATG TCCCAGAAAT
-2897 ATTATGTACA TCAAACAGAA GATCTACACA AATTGTTITTA TCAGATACTG AATATATCAA
~2837 TGGGCTAGAG TGTATTATAG TACATATAGG TATGTTGTIT TCCCCCTTIT GACTAAATAA
-2777 ACTCTCCCCT CTCTGCAACA GGTAAATTIC CAGTTTACCT TTTICTTGCT GTTTTTAATT
~2717 TTTTITIATIT TGAAGCCTTT GTATCITTAT ATCTCAGCIG AAAATATTAC ATTCTAACTC
-2657 CCCAAAGCTA TTCTCACATT ATTTGCAAGT ATITTTICAT AGTTTACATG TTIGTGTATT
-2597 TGTTTAATAC ATTCCACAAG ACTGARAGTC TTGGTGAGGA CAGGAACTCT GTCTAGGTTG
-2537 TTCATCTGGC AGCCAGCAAA CCCAAAATAR GTATTAGTIG AATGAATAGC TAAATAGATG
-2477 AGCCATGGGG TAGCATATCT' GTTTTAGCTA CTGCTTGCCT GTTATCATCC TGGGATGCTG
-2417 CTTGCTTCTC CGTGATCTCT TCTTGTITCIT AAATTGTCIT CAGTTGTAGT ACTAAGTACT
-2357 AATTTGATCT GTAATGTGAT ATGTGGCTGA AGTTTGCTCT GTARAATCAC CGTTTCATGA
NF-AT site
-2297 GGTATATTCA ATATCTITAA TTITTCCATA AATCYCTTCA AGGTTTGTGT GIGTTTICTT
-2237 TTAAATTATC TAACTAGTTG GATGTATGCT TUAAGTGCTA GACAATAAAA GTTTCAATAG
-2177 GCTAGAAATG TTICTTITTG TAAAATTATT TTAAGAAACT AGATGATGGT TGTCACTTGA
-2117 AGCTGAAATG CAAATGTAGC TAGTTTITIT TAARGAATAA TTCAAATAGG TCATTAAAGA
-2057 TTACTATGAG ChCAC;II'GCI\T ATTCAAATCA GTTTGAATAT GTTTTGAGAC TTCTAATAGT
-1997 TTATGATTCT TGACATTTTA ATGAGCACAC TGCATATTCA AATCAGTTTG AATATGITTT
-1937 GAGACTTCTA ATAGTTIATG ATTCTTGACA TTTTAAAAGT TTATTATAAA GAATATAAAA
-1877 CATCTTTACC CTCATTITIT ATGTCATTAC CTTCATGCAA AGAATACCTC AGGTATTAAT
-1817 TCTGGTGCIG TTGGTAACTA GAACIGGTTIG GGTTTTCTIG CTAAAAGGAA Grrmmi
NF-AT site
-1757 TGTTTATTIT ACACCATTAA TGCAATTAGC TTTAGTTICTC AGAOCGAACTA AAAGTGGUAAA
-1697 AGTGAGGGAG ACTGATCUAC CCTATCTCAA ATCCACTGAC GTAGCTACIT TAATTTCATA
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FIGURE 8- confinued

-1637 GTCCCTGTAG CACCTCCACC AGAGGACAGA AAGTGGAAGA GAAAGAAGAT GAAATAGAAA
-1577 CTTGTACTTG GCCTCAGAAT GCCTGTAGAA ACCTTAGCAA TTGAATCCAG CCCTITATGTT
-1517 ATAGGCTGAG TTAACTGTGG CCCAGAAAGA CTATGITGATT TGCTCACAGT TCTTGATTCC
ThxS site
-1457 CAGACTGGCA CTGCGGTGAT GATGTGTGAT GAGUTAGTAT CTTAGTAAGA ACACAATCCA
-1397 GAAGTCACTG CCTCGGGGGA ATCCCAGCTC AGCTTCTTGC TAGCTTGCGT AGGCTGGTTA
-1337 CTTCACTTCA GCTCCCTGAA TCTGCTTTCT TATCTCTAAA ATAAAAATAA TAGCTTCTTC
-1277 CTCAGAGTAG TTGGTGGAAC TGAAAGAATA CATGTAAAGT GCTTAGTATG ACACCTGCCA
-1217 CATAATATGA ACTGAATTAT TGTGAATTAT GATAAATTTG TCAGATACTG GTTTACAAAT
-1157 CGGATGTTAG AATAACATGG AATCAGTGTT TCAGTCATTT TACTATACAT ATGCAATATT
-1097 TTCTACATTT GATCTCACTT CAGAAACAAA ATACTGCCCC CCCCATTTTA CAAATGCATA
-1037 TTTTTTTCTC AGCAATAATG TTCAAGAACA AGTGCTTGGC CCATATTTTG TTGICITTAC
-977 ATGGCTTTCT TTAAATAATG GGGATGGATT TATTAAATAA CCTCATGAGT AATTTTCAAA
KF-AT site
-917 ATTYCCATTA AGATCTTGAT TGAAATTGGA TGARAAATCA TTTCTAAGAA AAACCCAATG
-857 AAGTGTTTIT CTTTGCCACA TTTGACAATT GCCTTGGACT TGGTAAAGTA ATCATTACTG
=797 TGTTGAGTAC CTCCAGTGCC CTCCTTGACG CTGCCTTAGA AAAGGTAGCT GCTTITGAAT
-737 GACAGGCAGG AATTIGITCG CCTTTTAGGT.TCAGCCTGTA GGTGCCCTCT GCAGGAAATC
-677 AGNAACTAGG GTTTTGGAAG CAGTCROGAT GGEGTTCICC CTTGTCCCTG CAGCCTCAGC
NF-AT site
-617 AAAGACTCAG GCAGTCTGAC AAAAGCAGTT TCTTCAGCAT ACCTAACAGA ACGCAAGTTY
-557 CCATATGCCT GATGCAAATA ATUGCCTCCA AACGTTARAAC CTTTTITGAG ATAAACTIGT
-497 TCTTTAATTG CCAGCGCCTG CAGTTAATTT TGATTGGCTA CACTCTGGTT AAAAGAAAAT
GATA
-437 GCTTTCUATG TUATATGGCA AA'ITl'GGm ARAGTAACTC TTTTGCTCCC AACCAGICTIT
=377 CCACAACTTA AACTTAATCG TCCTGTCCIT TTTCTGCTGC CCTCGTOGAG TGTAAGTTIT
. , NF-AT site B
-317 TGAGGGAGAC CAGCAGAAAC TGACTTTCCA TATGCCCCTG AAGAATAACT TCTTTGAATG
GT box )
-257 CAAAGAGGTO GGGACACGGA GGATCTGTCA TIACGGGTTA TTATGGGTGG (GACCCAGAGA
Thxs site GT box TATA box
-197 CGGGAGTGAA GGGAGGETET GACCCACA0d TEGAATCTGT AGAGCAGACA AAATATGGGG
-137 CCCCTGGCAC TTAAAGTITCA GTITGTCTCT CTTGAGCTTG wm TCCGTRGTGC
GATA/NEKE
-77 CTCCCCGGEG GACAQGTAGA GGAGAGAAAA GCGACCAAGA TAAAAGTGGA CAGAAGAATA
Translation initiation site

-17 AGCGAGACTT TTTATCCATG ARACRGTCTC CTGCCCTCGC TCCOGAAGAG mﬁm
5 Bite

GAGCCGGGTC CCCAAAGCCG gtaagatcga tgattegetg tcctaccgea gecaggtgty
atggcctett agtccoggtg aatte
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<120>»
<130>

<150>
<151>

<160> 16
<170>
<210> 1
<211>

<212>
<213>

DNA

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 1
aaagaagatg

tgaatccagc
gectcacagtt
ttagtaagaa
agcttgegta
taaaaataat
cttagtatga
cagatactagg
actatacata
cccattttac
catattttgt
ctcatgagta
ttctaagaaa
ggtaaagtaa
aaggtagctg
gtgeccetetg

ttgtccctge
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Homo sapiens

misc_feature
(922} .. (922)
nisa, ¢ g,

aaatagaaac
ccttatgtta
cttgattece
cacaatccag
ggctggttac
agcttcttce
cacctgccac
tttacaaatc
tgcaatattt
aaatgcatat
tgtetttaca
attttcaaaa
aacccaatga
tcattactgt
cttttgaatg
caggaaatca

agcctcagea

PatentIn version 3.2

or t

ttgtacttgg
taggctgagt
agactggcac
aagtcactge
ttcacttcag
tcagagtagt
ataatatgaa
ggatgttaga
tctacatttg
ttttttctea
tggctttett
tttccattaa
agtgtttttc
gttgagtace
acaggcagga
gnaactaggg

aagactcagg

1m

cctcagaatg
taactgtgge
tgcqggtgatg
ctcgggggaa
cteccctgaat
tggtggaact
ctgaattatt
ataacatgga
atcteacttce
gcaataatgt
taaataatgg
gatcttgatt
tttgccacat
tecagtgece
atttgttege
ttttggaage

cagtctggca

Control Sequence of the Human Corin Gene

cctgtagaaa
ccagaaagac
gtgtgtgatg
tcccagcetca
ctgetttcett
gaaagaatac
gtgaattatg
atcagtgttt
agaaacaaaa
tcaagaacaa
ggatggattt
gaaattggat
ttgacaattg
tecttgacge
cttttaggtt
agtcagggtg
aaagcagttt

PCT/US03/16741
ccttagcaat 60
tatgtgattt 120
aggtagtatc 180
gettettget 240
atctctaaaa 300
atgtaaagtg 360
ataaatttgt 420
cagtcatttt 400
tactgeceece 540
gtgcttggece 600
attaaataac 660
gaaaaatcat 720
ccttggactt 780
tgccttagaa 840
cagcctgtag 8300
gggttctece 960

cttcagcata

1020

¢y
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aagctattta
agtaagtgcc
ctatatgtaa
caaaggaaac
aagtgcctgg
acctcataac
cagatgtgag
gagggagctc
tggccaaagg
actagatgtg
ttacctectt
attatgtaca
tgggctagag
actctcecect
ttttttattt
cccaaagcta
tgtttaatac
tteatetgge
agccatgggg
cttgettcte
aatttgatct
ggtatattca
ttaaattate
gctagaaatg
agctgaaatg
ttactatgag
ttatgattct
gagacttcta

catctttacc

tectggtgetg

actttgtaag
caataagttt
tccteataac
tagatttgtt
cacatagtac
tttaagacat
gtgaggtgag
catgtcattg
taggggceta
tgagaggact
cccaatgact
tcaaacagaa
tgtattatag
ctctgcaaca
tgaaggcttt
ttctcacatt
attccacaag
agccagcaaa
tagcatatct
cgtgatctet
gtaatgtgat
atatctttaa
taactagttg
tttetttttyg
caaatgtage
cacactgeat
tgacatttta
atagtttatg
ctcatttttt

ttggtaacta

cctcagttte
taactattat
aaccgtatta
tcaagaatga
atagaatagc
ctcaaattga
gtgaggcatc
agggagctece
tttaggcagt
aaaaataaaa
actgtggtat
gatctacaca
tacatatggg
ggtaaatttc
gtatctttat
atttgcaagt
actgaaagtc
cccaaaataa
gttttagcta
tcttgttett
atgtggctga
tttttecata
gatgtatgct
tanaattatt
tagttttttt
attcaaatca
atgagcacac
attcttgaca
atgtcattac

gaactggttyg

n
ttctgtaaaa

tatgtgtcta
ggtgagecta
aaaacctaga
ttagetacaa
ttcacaaatc
tcagtttttg
acgtcattga
gaaattgcag
ttecetttgaa
attagagtag
aattgtttta
tatgttgttt
cagtttacct
atctcagctg

attttttcat

ttggtgaggg-

gtattagttg
ctgecttgect
aaattgtctt
agtttgctct
aatctcttea
tgaagtgcta
ttaagaaact
taaagaataa
gtttgaatat
tgcatattca
ttttaaaagt
cttcatgcaa

ggttttcttg

tggtgacaat
tagctatttt
ttacacttet
aaattatatg
taatatagat
agaaaaaaaa
cacatatggt
gggaggactg
ttatgggace
atttcttaca
gggattgatg
tcagatactg
teccececetttt
ttttettget
aaaatattac
agtttacatg
caggeactct
aatgaatagce
gttatcatcec
cagttgtagt
gtaaaatcac
aggtttgtgt
gacaataaaa
agatgatggt
ttcaaataqgg
gttttgagac
aatcagtttg
ttattataaa
agaataccte

ctaaaaggaa

PCT/US03/16741
aagaaataac 540
aamagcacttt 600
cattttatga 660
tcactttatg 720
atgtgacttt 780
tctgaggcat B840
tactgttatt 900
ggtgggatgc 960
cctctatage 1020
gggtcatata 1080
tcccagaaat 1140
aatatatcaa 1200
gactaaataa 1260
gtttttematt 1320
attctaacte 1380
tttgtgtatt 1440
gtctaggttg 1500
taaatagatg 1560
tgggatgcetg 1620
actaagtact 1680
cgtttcatga 1740
gtgttttett 1800
gtttcaatag 1860
tgtcacttga 1520
tcattaaaga 1980
ttctaatagt 2040
aatatgtttt 2100
gaatataaaa 2160
aggtattaat 2220
gtttaanaaa 2280

A
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gagccgggte
atggcectctt

<210> 3
<211>
212>
<213>

DNA
Mus

<400> 3
aactctgaaa

tccatcacag
ctctgggttc
cagaactcag
gacctcageg
tgcttagtge
tagaaatggce
acgacacata
ncttcct;cc
tctgettact
tattgaaatt
aaatttttgt
cttgggette
gaatgcagct
gttcttgtcea
cegtttecec
tgcetgeett
tgtctgnaga
gttctagatg
tctgeceetca
tgtttgtttt
atagaaaaat
tatgggtagg
cagcagacaa

agacacecgt

cccaaagccg

‘agtcceggtg

1817

musculus

tgaaagaaac
actgcttaac
tcagatgggg
tcacaaaatg
ggttatgcca
agagcccgge
atgeetcact
gatgatatte
actcegtacaa
atatgtagec
ttgaaaattt
tatcettgge
aatgcaacct
ccctgtetga
gacaatcgoa
ccctasactt
cgaaacctga
cattcatttt
tgataatgag
acaaagcagc
tteectggtg
aacttttttg
acccagagac
aatatggggc

agtgcctcte

i

PCT/USVI/16741

gtaagatcga tgattcgctg tcctaccgea gccaggtgtg

aatte

tcaactgagc
tetggcette
ttectgtggg
ccaccatcte
gttgccetecte
atgctggaac
gatgctggaa
ccacactcca
atgtgecttt
ttetectagtyg
tgattaaaaa
ggtttttttt
ttgetttgga
tgggocgegaa
ggcccgagtt
gtagcagaag
catctttteg
gatacttgec
agttcggaag
aaaggccaaa
tggaggatgg
aaggctgggg
gtgagtgaag
tcecaatccec

ctegagatcce

cttcaagatg
agggtggagt
tggtggtgtg
tggggagtgt
atctctaagt
actcaggttt
taacttgagg
tgtcttticg
gteccacacaa
gagatgggcet
tgcatttaaa
ttcaatttte
atgtctacac
tttgetggee
ctectagece
acagatttge
aacacaacaa
tggctagaat
agagcagcce
agetgectgce
gggcagtaga
tgggtatgga
ggagggagtg
tgagtataac

atagagcaga

ggtgaacgta
tggcaaatgt
cgctgaggca
caggtcactg
taaagagggt
gtgaattgtg
tcaagtgtce
gaagcaaagt
tgatactcaa
acagtataac
actcacgttt
gataaatatt
tgettteett
cctgatttca
atgaagctca
aatttgtgta
acttgtcatt
cctgtatgag
tttacactge
ccatagttga
ctettggete
ggaactgtct
gtctgegggt
ttcactcega

gaaaagcgac

cacccactgt
gtctcectggg
gtgtctcagt
cctaccaaat
atgtgcaaaa
aaacccttgt
ctegtocttta
acccattacc
ggtcttattg
cttgaataat
aagaaaactt
taagaattgt
gacgctatta
gcctgggeag
aacagcaacg
acacgaataa
ggatcgctag
gggatagact
tcaacaaagt
agggttggtt
tecatetgee
cattaagggt
ggggtctgee
gtgaggagaa

cgagataaga

4140
4165

60
120
180
240
300
360
420
490
540
€00
660
720
760
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500



WO 0102135

tttctaagaa
tggtaaagta
aaaggtagct
ggtgecectct
cttgtecctg
.acctaacaga
cttttttgag
cactctggtt
ttttgetecce
cctcgtggag
aagaataact
ttatgggtgg
agag;agaca
gaga;aatca
taaaagtgga
<210> 6

<211>

<212>
<213>

DNA

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 6
aagcttcatg

ctggccacat
tgagttactt
accaagatat
ttcectgggtyg
cagtaaatat
gatgttttca

tcccagattt

4023

aaacccaatg
atcattactg
gcttttgaat
gcaggaaatc
cagcctcage
acgcaagttt
ataaacttgt
aaaagaaaat
aaccagtctt
tgtaagtttt
tctttgaatg
gacccagaga
aaatatgggg
tccgtagtge

cagaagaata

Homo saplens

misc_feature
(3363) .. (3363)
nis a, ¢, g, or t

agggcaggag
agtagatget
aaaacaacaqg
aacaaattat
acattaattt
ttattggqtg
tcacagtctt

tttaggetece

aagtgttttt
tgttgagtac
gacaggcagg
agnaactagg
aaagactcag
ccatatgcct
tctttaattg
gctttcgatg
ccacaactta
tgagggagac
caaagaggtg
cgggagtgaa
ccecctggege
ctecoccegggy

agc

tgcagttttg
agtattegtt
aaatttattc
atctgcaaag
ggcagggagt
aatgaaaatt
ctcttaataa

aattctgctt

mni

ctttgececaca
ctccagtgee
aatttgtteq
gttttggaag
gcagtctgge
gatgcanata
ccagegcectg
tgatatggca
aacttaatcg
cagcagaaac
gggacacgga
gggagggtgt
ttaaagttca

gacacgtaga

.-
-y ey "

tttattactg
tcectaggget
tttcacagtt
cctttattte
agtgggggga
cagagtgtat
ctgctacaga

ctaccacttt

tttgacaatt
ctcettgacg
ccttttaggt
cagtcagggt
aaaagcagtt
atggccteca
cagttaattt
aatttggaga
tectgteett
tgacttteca
ggatctgtca
ggcccgeggg
gtttgtctct

ggagagaasaa

taacctcaga
gctgtaacag
taggtggcca
cacagaacca
cactaaccta
tectaagetgt
acataaggat

ctacttgtga

PCT/USU3/16741
gcettggact 480
ctgccttaga 540
tcagcctgta 600
ggggttctee 660
tcttcageat 720
aacgttaaac 780
tgattggeta B840
aaagtaactc 900
tttctgetge 960
tatgcceetg 1020
ttacgggtta 1080
tgggatctgt 1140
cttgagettg 1200
gcgaccaaga 1260

1283
gtagagaagc 60
ataccataca 120
gaagtcccaa 180
cattctgagg 240
ctacagtget 300
aaaccccttg 360
tagtttgtgg 420

gctcttagge

480

S
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tgtttatttt
agtgagggag
gtccctgtag
cttgtacttg
ataggctgag
cagactggca
gaagtcactg
cttcacttca
ctcagagtag
cataatatga
cggatgttag
ttctacattt
tttttttete
atggetttcet
atttccatta
aagtgttttt
tgttgagtac
gacaggcagg
agnaactagg
aaagactcag
ccatatgect
tctttcaattg
gctttcgatg
ccacaactta
tgagggagac
caaagaggtg
cgggagtgaa
ccectggege
ctececccgggg

age

acaccattaa
actgategac
cacctccacc
gcectcagaat
ttaactqgtgg
ctgeggtgat
cctcggggga
gctocectgaa
ttggtggaac
actgaattat
aataacatgg
gatctcactt
agcaataatg
ttaaataatg
agatcttgat
ctttgccaca
cteccagtgee
aatttgtteg
gttttggaag
gcagtctgge
gatgcaaata
ccagcgectg
tgatatggeca
aacttaatcg
cagcagaaac
gggacacgga
gggagggtgt
ttaaagttca

gacacgtaga

tgcaattage
cctatctcaa
agagggcaga
gcctgtagaa
¢ccagaaaga
ggtgtgtgat
atcccagctc
tctgetttet
tgaaagaata
tgtgaattat
aatcagtgtt
cagaaacaaa
ttcaagaaca
gggatggatt
tgaaattgga
tttgacaatt
ctcettgacg
ccttttaggt
cagtcagggt
aaaagcagtt
atggcecteca
cagttaattt
aatttggaga
tectgtectt
tgactttcea
ggatctgtea
ggcceygeggg
gtttgtctet

ggagagaaaa

9/11
tttagttcte

atccaétgac
aagtggaaga
accttagcaa
ctatgtgatt
gaggtagtat
agcttcttge
tatctctaaa
catgtaaagt
gataaatttg
tcagtcattt
atactgccee
agtgcttgge
tattaaataa
tgaaaaatca
gccttggact
ctgecttaga
tcagcctgta
ggggttctec
tcttcagecat
aacgttaaac
tgattggcta
aaagtaactc
tttctgectge
tatgcccetg
ttacgggtta
tgggatctgt
cttgagecttg

gcgaccaaga

agaggaacta
gtagctactt
gaaagaagat
ttgaatccag
tgctcacagt
cttagtaaga
tagcttgcegt
ataaaaataa
gcttagtatg
tcagatactg
tactatacat
cccecatttta
ccatattttg
cctcatgagt
tttctaagaa
tggtaaagta
aaaggtagct
ggtgc;ctct
cttgteectg
acctaacaga
cttttttgag
cactctggtt
ttttgeteee
cctegtggag
aagaataact
ttatgggtgg
agagcagaca
gagaaaatca

taaaagtgga

PCT/US03/16741
aaagtggaaa 2340
taatttcata 2400
gaaatagaaa 2460
cccttatgtt 2520
tettgattee 2580
acacaatcca 2640
aggctggtta 2700
tagcttctte 2760
acacctgecea 2820
gtttacaaat 2880
atgcaatatt 2940
casatgcata 3000
ttgtctttac 3060
aattttcaaa 3120
aaacccaatg 3180
atcattactg 3240
gcttttgaat 3300
gcaggaaatec 3360
cagcctcage 3420
acgcaagttt 3480
ataaacttgt 3540
aaaagaaaat 3600
aaccagtett 3660
tgtaagtttt 3720
tctttgaatg 3780
gacccagaga 3840
aaatatgggg 3500
tccgtagtge 3960
cagaagaata 4020

4023
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<210> 12

<211> 42

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> probe

<400> 12
cgtagaggag agaaaagcga ccaacttaaa agtggacaga ag

<210> 13

<211> 42

<212> DNA

€213> artificial seguence

<220>
<223> probe

<400> 13
catagagcag agaaaagcga ccgagataag agtggacaga gg

<210> 14

<211> 42

<212> DNA

€213> artificial sequence

<220>

<223> probe )

- e
<400> 14 o
catagagcag agaaaagcga ccgacttaag agtggacaga qg

<210> 15

<211> 27

<212> DNA

<213> artificial seqguence

<220>
<223> probe

<400> 15
cecttgataa cagaaagtga taactct

<210> 16

<211> 27

<212> DNA

€213> artificial sequence

<220>
€223> probe

<400> 16
cacttcttaa cagasagtct taactct
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P. O. Box 40989, Richmond, CA 84804 (US)

Estados designados (nacional). AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB,
BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC,
EE, ES, Fl, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP,
KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ,
NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, TJ, TM, TN,
TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

Estados designados (regional): Patente ARIPO (GH, GM, KE, LS, MW,
MZ, SD, SL, 8Z, TZ, UG, ZM, ZW), Patente euroasiatica (AM, AZ, BY, KG,
KZ, MD, RU, TJ, TM), Patente europea (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, RO, SE, 8|, SK, TR),
Patente OAPI (BF, BJ, CF, CG, Cl, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE,
SN, TD, TG).

Publicado:

- gin informe de bldsqueda Internacional y a ser publicado nuevamente después
de recibido el informe

Véanse las explicaciones (.Guidance Notes on Codes an Abbreviations®) al
comlenzo de cada edicion regular de la Gaceta-PCT para la explicacién del
codigo de dos digitos y de las otras abreviaturas

(54) Titulo: Secuenclas de control del gen de corina humano
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(57) Resumen: Nueva regién de control de la expresion alslada de genes de
corina de mamifero. Esta regibn de control activa preferencialimente la
transcripcién en células cardlacas. Se proveen métodos y composiciones para
emplear esta region de control en la identificacién de agentes capaces de
modular la expresién de corina y en el tratamiento de enfermedades cardiacas.
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PATENT COOPERATION TREATY

From the INTHRNATIONAL SBARCHING AUTHORITY

To:
WENDY L. WASHTIEN PCT
BERLEX BIOSCIENCES
2600 HILLTOP DRIVE NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
0. THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT
_RICHMOND, CA 94804 OR THE DECLARATION
(PCT Rule 44.1)

domnyery £ AUG WW

Applicant's or agent’s filo reference

SISIAWIMI FOR FURTHER ACTION  See psmagraphs 1 and 4 below
[ International spplication No. International filing date
PCT/USQ¥ 16741 (day/month/year)
. ’ ) 28 May 2003 (28.05.2003)
Applicani

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

2.

4.

X Tuo applicant s hersiy notifiod that the internatiopal sexrch report has been eetablished acd is tranemiriod harewith.

Pling of anendmsnts snd stedenust under Artics 19;
The spplloant s entitled, if bs so wishow, 10 amend the clinm of the internsdional sppllostion (see Rule 46):

When? The tima limit for Sling soch snsendooents is pomaslly two months from the date of teessmirtal of the
interpmtional search yepoxt.
Where? Diroctly to the lnteenstions] Buresu of WIPO, 3, chamin des Colombotics
1211 Genova 20, Switzzcland, Faosimile No.: (41-22) 740.14.35
For more detalled ingiructions, see the nates on the sccompanying sheet.
[T} T sppticact is heroby notified that o intematicnal search report will be satablished and that the declarstion under
Artlclo 17(Z)(s) to that effect is trenamitted borewith.
D Witk regard to the protest against payment of (an) additiona] foe(s) under Rals 40.2, the applicns is ootified thet:
)  the protest sogsther with the decision thereon has beon tranemitted to the Intnmetions] Burnen togother with the

applicant’s request to forwerd the texis of both the protest md the decision tharoo to the designated Offices.
[[] o decision has boen made yet on the prosnst; the applicant will bo notified ss soon as u decision is made,

Rembxders

Shortly after 18 momths from the priority date, the Internelioml sppliostion will bo published by the Infornationsl Buresn. If the
applicant wishes to avald or postpons publicstion, & natee of withdrawal of the international application, or of the priority clsim, omst
reach the Intemetional Haresu as provided in Rules 50 Ms.1 and 90 .3, respectively, before the completion of the techaisal
preparations for internstionsl poblication.

Within 19 menths from the priority dats, bt only In repect of some desigmied Offices, & damand for interoationsl prefiminery
examination cmst be filed If the spphicant wishes to postpone the entry o the oational phewe uatll 30 months from the pricrlty dats
(in some Offices even latex); ctherwise the spplicant must, within 30 mowihs from the pricrity dste, perform the prescdbed acts for
enlry inta tho metiom] phas before those doslgnated Offices.

In respect of ofher deslgmutod Offices, the time limit of 30 manths (or later) will spply even if 0o demend is filed within 19 mooths.

See the Annex o Form PCT/IB/30] and, fot details sbout the spplicable time Limits, Office by Offics, see the PCT Applicant’s Gulde,
Volume I, Nations} Chapters snd the WIFO Tntaret site.

Name and muiling sddress of the ISA/US

Facaimile No. (703)303-3230
Form PCTYISAZ0 {April 2000)

Commissioner for Patcots
P.0. Box 1450
Alzxandsia, Virglala 22913-1450




PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REFORT

39

(FCT Article 18 and Runles 43 and 44)
Applicant’ *s filo reference ‘Notifiration of Trmumitial of Inteational Search Regort
smuw&;w' mignmgnm &m-ﬂnﬁmwms
Intermstione] application No. International filing date (day/month/year) | (Bartost) Priority Date (daysmonth/year)
PCT/USOY/16741 28 May 2003 (28.05.2003) 31 May 2002 (31.05.2002)

Applicant
SCHHRING AKTIENGESELLSCHAFT

This international search report has boen propared by this Internations] Scarching Authority and is transmiited to the
spplicant according to Article 18. A copy ia baing trunamitted to the International Buresu.

Thihm-ﬂulu:&mmdmdamld_; shoety,
’Z‘ It is also accompanied by & copy of cach prior art document cited in this report.

1. Basis of the Repori
A  With regard to the language, the international sesrch was carried out on the basls of the internationsl spplication in the
mmwhhhnmﬂsd.mlumwmmm

D hmmulﬁmumdmlmhhmdnumhﬂmdbhmﬂmlqpﬂnmmhm
Anthority (Rale 23.1(b)).

‘Wih regard to any nucieotide sud/or smioe acld sequence disclosed in the international application, the interuational

scarch was carrizd out on the baxis of the sequence listing:

contained in the international application in written form.

filod wpether with the intermational application in computer readabie farm.

furnished subsequontly to this Anthority in written form.

furnished subsequently to this Anthority in computer readable form.

the statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the
international] application as filod has been furmished,

the statement-that the information recorded in computer readshie farm js identical to the written sequence listing has
been furnished.

Certaln claims were found mpearchable (Seo Box T),

Unity of lnvention Is lacking (See Box IT).
ith regard to the thile,

the text is approved ea submitted by the applicent.
the: text has been egtablished by this Authority to read as followa:

g.v

X

w N

OXEC0 O 000

5. Withregard to the abstract,
the text is approved as submitted by the spplicent.
the text has boan estahlished, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appesrs in Box IIl. The applicant
zﬂbﬁnmmﬁt@bh&ﬁmﬂiﬂgd%mmm.wtmm%
6. The figure of the drawings to bo published with the ebstract is Figure No.
as suggesicd by the spplicant. E Nome of the figures
because the spplicant failed io saggest & fipure.

X

Farm PCT/ISA7210 (first sheet) (Taly 1998)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT butscntionl pplication No.
PCT/US03/16741

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC(  : CO7H 21/02, 21/04; AG1K 48/00; C12N 15/85, 15/86; C12Q 01/68; C12P 19/34
USCL 435:5 911913.3:.5 375; 536/23.1, 24.5; sw«

Mmimum docomentation searched (¢lamification system followed by classification symbols)
U.S8. : 435/6, 91.1, 51.3, 325, 375; 536/23.1, 24.5; 514/44

Documentation searched other than minimum docomeniation o the extent that such documents are Included In the ficlds searchad

Hlectranic data base consulted during the international search (name of date base and, whero practicable, search terme used)
STN, MEDLINE, CAPLUS, LIFESCI, EMBASE, USPATFULL., BIOSIS

C.  DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Categary * Cltation of document, with indication, where sppropriate, of tbe relevant passages Belevant 1o claim No.

A WU ET AL. Characterization of the Corin-Mediated Pro-Atrial Natioretc Peptide 1-28

in Murine Cardiac Myocytes. Ciculation: Sapplement I1. 23 October 2001,
Val. 104, No. 17, see entiro docummnl.

Y THBSANMCHNTREBTAL Toward s Complete Human Genooe Sequence. 1-28
Gentme Resoarch.  October 1998, Vol. BNo. 11, pages 1057-1108, see sequence depostin
referenced herein,

Y YAN ET AL. Corin, a Tranemembrane Cardiac Serioe Pricase, as a Pro-Atrial Natiuretic 1-28

Peptido Convertase. Hypertension (Baltimore), October 2000, val. 36, no. 4, pages 709-
710, seo entire documant.

Y HOOPHR ET AL > Localization of the mosiac transmemiane scine protease carin to 1-28
heart myocytes. Europesn Journel of Blochemistry. December 2000, Vol. 267, No. 23,
pages 6931-6937, see entire document.

Further documents are listed in the contimation of Box C. D See patent family annex.

- Special categorics of dited docoments: T laier decmemat published after tha Iniamational Aling dats o
pority date mnd not In confiles with the appliwtion Y died t»
"A” doramant defining the grosvel staie of the ot which la nct sxsldered o wndusstand the principls or thecry mderiying the Invention
o of particoiar misvance
X doamm! of paticslar redsvance; the claimsd lnvestisn camat be
*"E* ewilor sppllcetion or putent puhilshad an or aficr the Intemational Aling cmaldered noval or emnot e conal deved to nvalve m kventive
s step whea the dommnt v teloom slons
“L” dopmumnt which may throw donbis oo pricrity claim() or which Is cited - docamant of pacticoler ralovance; the dlaimed lnvention commet be
1o sninhilsh the poblication duts of snather cltstion or aiber spoclal remon conaldered to lavalve m lavestive step whim the docxment
{(an sponificd) combined with ons er mvero other swch docsmconts, vuch

conblostion belng cbvions to o pason skilled In the ast
document messber of Use some patent family

“0* documesi mierring to m oral diciosnre, wie, xhibtios o othar mems
“F*  demment published prior 10 the butemational flling date but bater the the

| pubocity de plaimad
Date of the actual completion of the internatiopal search Datz of mailing of the intemnational search report
24 Novemmber 2003 (24.11.2003) {

Name and mailing address of the ISA/US
Mail Stop PCT, Atin: ISAJUS
Commissioner for Patsals
P.0. Bax 1450
Algxmxivia, Virginie 22913-1450

Pacsimile No. (703)305-3230

Farm PCT/18A7210 (secand sheet) (Jaly 1998)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

PCT/USO3/16741

C. (Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catogoy *

Clistion of docomesl, with nfication, whers sppropriste, of the celevent passages

Relevart to clalm No.

Y

X.T

T

YANET‘AL.CGMAMWMWMWINM:DNA
fram Human Heart FHSAB Jaurnal. 23 April 1999, Vol. 13, No. 7, page A1557,
Abstract 1297, see cntire documant.

IAWHE’i‘AL.MuImh:Guﬂn;dedeRP.INMGn
Encoding a Membwene-Type Prizzied-Related Protein. Biochemical ans Bioplrysical
Rosearch Copmnmications. 23 March 2001, Vol. 282, No. 1, pages 116-123, seo entire
document.

PAN ET AL. Genomic Struciures of the Human and Murine Corin Genes and Functionpal
GATA Hlements in Their Promoters. The Journel of Biological Chemistry. 11 October
2002, Val. 277, No. 41, pages 38390-38398, ssto entire doumeant.

YAN ET AL. Corin, & tranamembrans cardiac sorine proteass, acty as s pro-atrial

satiuretic peptide-converting enzyme. PNAS. 18 July 2000, Val. 97, No. 15, pages
8325-8529, sen ontire document.

WU ET AL. Processing of Pro-atrial Natrluretic Peptide by Carin in Cardlac Myocytes.
The Journal of Bidlogicel Chemistry, 10 may 2002, Val. 277, No. 19, pages 16900-16505,
ses oniire document.

YAN ET AL. Corin, s Mosiac Transmemhrsno Serine Protesse encoded by & Novel cDNa
from Fhnrms Heart. The Joumal of Biclogical chamistry. 21 May 1999, Val. 274, No.
21, pages 14926-14935, seo entire document.

WO 99/64608 (SCHERING AXTIENGESBLLSCHAFT) 16 December 1999 (16.12.99),
sco entire document.

WO 0i/57188 (HYSEQ, INC.) 09 Angum 2001 (05.08.01), sce cntire documenil,
eapecially sequences.

1-28

1-28

1-28

Farm PCT/ISA/210 {second sheet) (July 1998)




NOTES TO FORM PCT/15A/220 (continued)

H:mnﬂmﬂ:dﬂhmbnmhclnmuﬁlduﬂﬁeehmumﬂ It must, in

The
particular, indicate, in conoection with each claim mﬂnmuunoulmhum(ubunumdﬂmad
that identical indications conceming several claims mlyEe

() the claim is unchanged;

(@) the claim is cancelled;

(ili) the claim is new;

(iv) the claim replaces one or more claims as filed;

(v) the claim is the result of the division of a claim as filed.

The following examples liustrate the manoer In which amesdments must be explained in the sccompanying
letter:

1. [Where originally there were 48 claims and after amendment of some claims there are 51]:
“Chims | 1o 29, 31, 32, 34, 35, 37 10 48 replaced by amended claims bearing the same numbers;
claims 30, 33 and 36 unchanged; new claims 49 to 51 added.™

Z [Where originally there were |5 claims and after amendment of all claims there are 11}
“Claims 1 1o 15 replaced by amended claims | 10 11.”

k8 {Wham;mllyﬁueml!chmmdﬁenuﬂmmﬂmhhmﬂhgmdlhnﬂin
new ¢
"Clam-lbélndulllldlllmd. claims 7 to 13 cancelled; new claims 15, 16 and 17 added.” or
“Claima 7 t0 13 cancelled; new claims 15, lGlndI'hdded. all other claims unchanged ™ -
4. [Where various kinds of amendments are made]:
“Claims 1-10 unchanged; claims 11 to 13, 18 and 19 cancelled; I:II.III'M-.ISIIﬂl‘ ?lmendul
chim 14; :Ilunl?ﬂbdﬂﬂdmmnhdcllmuls lﬁlndl'l new claima 20 and 21

“Statement under Article 19(1)" (Rale 46.4)

The amendments may be accompanied lsining the amendments and indicating
that ldilg(ﬁlinﬁ::n might have on dm-m?;d the drawings (which canuot be nl:llzdlm

The statement will be published with the international application and the amended claima.

It must be In the langusge In which the Interuations] application Is to be publlshed,

It must be bricf, oot exceeding 500 words if in English or if tranalated into English.

It should not be confuscd with and does not replace the letter indicating the differences between the claims

as filed and as smended It must be filed on a separate sheet and must be identified »s such heading,
preferably by wsing the words “Statement under Article 19(1)." e

It may ot contain any disparaging comments on the international search report or the relovance of citations
mllmdmlhltm Reference to citations, relcvant to a given claim, contsined in the international search
report may be made only in connection with an amendment of that claim.

Censequence if a demand for internationsl preliminary examination has alresdy bees filed
If, at the time of filing any amendments and accompanying statement, under Article 19, a demand for

international preliminary examination has already mulgtdhlb the of
gtqh&memn?&mhlmm?ﬁrm Lu e

liminary Exami Awthority a amendments statement required, &
uullmal'ndimugmhmu ﬂmmmam:yw(uhhzssmmﬂz first
sentence). For further information, see the Notes to the demand form (PCTAPEA/401).

Consequence with regard to transiation of the Interuational application for eatry Into the national phase

The spplicant’s attention is drawn to the fact that, mﬁymmem-lphslmhuonorlh-
dnmnlnnddmdemmnyhvemheﬁmuhdm designated/elected Offices, instead of, or
in addition to, the transiation of the claims as filed.

5¢ﬁmhlhmhmmmofu¢hmwew0ﬁummmwmsﬁﬂe

Notes to Form PCT/ISA/220 (second sheet) (Fuly 1998; reprint Apsil 2002)



TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL

EN MATERIA DE PATENTES
) - Remitenta: EL ORGANISMO ENCARGADO DEL INFORME DE BUSQUEDA
. ' INTERNACIONAL
A
WASHTIEN, Wendy L PCT
Beriax Bloeclances
NOTIFICACION DE ENVIO DEL INFORME DE
E&ﬂw BUSQUEDA INTERNACIONAL
Richmond, A 54804 O DE LA DECLARACION
EEU.U.
(regla PCT N* #4.1)
[Facha de envia
(clevines/afio)
25.08.2004
[Referencia del solickants o del sgents FROCEDER
52351AWOM10 . Vor sbajo, puntos 1y4
Solickud intemacional N° Fecha ds Presentacidn Intemacianal |
{dia/mexiafic}
| PCT/US 03/16741 28 de mayo de 2009 (28.05.2003)
Solicitante -
SHERING AKTIENGESELLSCHAFT

1.

] :nﬂhllmathNMdnﬂﬂqm Intemacional y de qua se o envia squl
unto.

Presantacién de modificacionss y una declamscién, sagin articulo 19:
El soliciiants pusda modificar por su propla voluntad ss relvindicaciones de la solichud intemacional (ver

regin 48):

LCusndo? -El plazo para In proseniaciin de teiss modificacionos ee usuaimenis de dos messs # partir dal
anvio dal informe de Biaquada Infsmacional

iDdnde? Directarmnants an la Oficina Inlemacional de i WAPO,
34, chemiin des Colombetiss, CH-1211 Ginsbra 20 Telefex N®; (41-22) 740.14.35

Otras Indicaciones deialiadas se pusdan cbisnar on ks cbearvaciones de la hola adjunia.

O 8a notifica sl solichanrs que no se confecciona un Informe de Bisqueds Infemacions! y ds que, segin ol
arficulo 17(2)a, sa anvig squi [ daciaracidn a talys efecioa.

[0 Acsrcada la objeciin conira el pago de una tasa(s) adicionaies) segin Ia regia 40.2, se informa al
solicians que:

O la objecidn y Ia resolucidn han skio snvisdes deade squl, junto con su soliciiud de snvio del
taxto, ael como af requarimiento del sofickants de Impulsar ia objaciin y la resclucién, a los
omganizmos designados por s Oficine Intemacional

] No axdste ninguna resohxidn acerce de in abjecidn; of soliciianis senh informado en cusnip se
toms una resclucién.

Racordatorio
mmu-dh-wmdeﬂmupm'ahhdndopWhoumlnbnﬁMMh
nHudlrlun-duwlSlan:ll postergar Ia publicacidn, debe pressnisr en la
MImmhmh mbmnmmmh
Mmmm“mnmﬂmﬂhmmMahh
reivindicecion de prioridad.

Cuando ol sclichants desaa positerger an hasta 30 meses {an ajgunos organismos hasta mis) a perlir de I
fechu de priorikdad ol Ingreso en Is feee nacional, debe prasentar, solo en delarminadas oficinas designacas, una
soligitud do Examan Preliminar intsmacional deniro de ios 19 messs & partir de [a fecha de prioridad;.de otra
manem, o} solickants deberd resllzer los acios prescripios pam entrar on lu fase Necional ants talss oficines
daaignadas dentro dal plaro de 20 meses & pertir de ia fecha de prioridad..

Con meapecto & otrss oficinas designadas, se epiica ol piazo de 30 meses (0 mis adn) ol no e presents una
damands en 10 mesas.

Ver ol anmxo del formulario PCTAB/301 y, pars los detalles da los plazos eplicablea, oficina por oficine, ver of
PCT Appiicent Gulde, Voiume )i, Nations] Chapisr y of sitio de Intaemet de WIPQ.

Nombre y direcclén postal de 1ISA/US Funcionario sutorizade
Mall Stop PCT, Alin.: ISAUS
Commisioner for Patants Karen A. Lacoursiere (Firmadio)
P.O. Box1450
Alsxandria, Virginia 22313-1450 Talefono N® (703)-308-0108

Facsimil N* 305-3230

Formulario PCT/ISA/220 (abril 2002} (wer notas en In ija adfunta)

s/



i UCGIONESB PARA 0 PCTABAIZZ0 (continuacidn)

En el ascrito adjunio deben estar Indicadss las diferencian existantss entre les relvindicaciones de la verion
presentada y Ins relvindicaciones modificadss. Asl, para cada reivindicecin de la solichud Intemacional deban estar
Indicadas (indicaciones equivaieniss para relvindicaciones distintes puedan estar aunadas), on particular, of:

)} la refvindicacidn no esté modificada;

()] Ia relvindicacidn fus eliminads;

[ ] In relvindicacién a8 meva:

] ia relvindicacién reemplaza @ una o g verias reivindiceciones de la versién presentada;

v} ia relvindicacién es al resultado de la divisién de una ralvindicaciin de ia versidn presentads;

A continuacidn se indican sjempics de cémo se daben aclarar modificaciones en el escrito adjunto:

1- [mms?mraawm.mmhmammmhdnm
mwmumuh.m.u.uu.w-aunmprmmm
:nhnhmnmeﬁn:huﬂﬂhﬂm!ﬂ.”y&qmﬁnuhnﬁhnhmal

.ﬂqM.a.'l

2- [cuando en lugar de 15 relvindicacionas originalss, luego de ia modificacicn de todas las relvindicaciones
existen 11 relvindicacionea]:
"Las relvindicaciones modificadas 1 a 11 eshin en lugar de ies relvindicecionse 1 & 157

3- (cuando originaimants exdaten 14 mivindicscionss y las modificacionss consisten en la efiminacidn de
sigunss relvindicaciones y ol agregadc de nuevas relvindicaciones):
"Las relvindicaciones 1 & 8 y 14 estin sin modificar; las relvindicaciones 7 a 13 son aliminadas; ss agregen
nusvas relvindicaciones 15, 18 y 17. “0O™ sa sliminan [as relvindicaciones 7 a 13; ss agregan nusves
relvindicacionss 15, 18 y 17; todes las demids reivindicaciones quedan sin modificar.”

4 [cuando se Jovan a cabo distintos tipos de modificaciones}
“Relvindicaciones 1 & 10 ain modfficar; relvindicaciones 11 a 13, 18 y 18 siiminedas; relvindicaciones 14,
16 y 18 reemplazadas por ia nueva relvindicackin 14; relvindicacién 17 dividida en ks nuswvas
relvindicacionss 18, 18 y 17, nuevas relvindicaciones 20 y 21 agregadas.”

*Declaracién segdn articulo 19{1)" (Regla 48.4)

A lss modificaciones se pusde agregar uns declaracidn mediants la cugl se wplican laa modificaciones y se
axponen sus consecusncias sobra la deacripclin y los dibtjos (loa qure, segdn el articulo 16{1), no puadan sar
modificados).

La dectaracién se publics Junto con la soficitud Intamacional y iss revindicaciones modificadas.
La misma debe sstar redsciada en ol kiloma sn que 8¢ publica ks soliciiud interrmaclonal.

umrmmemWMMGWMMﬂMmon
idloma Ing

La dectarecién no se debe confundir con el sscriio adjunto que indica las diferencias exdsientss entre lss
ralvindicaciones de la varidn ariginal y las relvindicecionss modificsxias, ¥ no reempiaxs al (timo. Se Ia debe
prasantar en una hoja separads y caraciurizar como tal en el tiulo, con preferencia, mediante las paisbras
"Declarecidn segdn articulo 29(1)".

La declaracién no debe contaner manifestaciones desmerecedomns acerca del informe de bisqueda intsmacional
o del aignificado de les publicaciones mencionadas en este infarmae. Solo se puads hacer refarencia a
publicaciones Indicadas en &l informe de bisqueda intemacional que ss relecionan con una relvindicacion
determinada, en ol contaxto de una modificacién ds esia relvindicecidn.

Consecusncias de una soficitud ya presentada sobre ¢l sxamen prefiminar Intemacionsd

Cuando en ol momento de la pressntscidn de modificaciones ssgin ol articulo 19 ya se requirid un requarimianio
de examen prefiminar Intemacional, ol soliciante deberia presentur al mismo fiampo, en su propio interds, junio
con la presentacidn da las modificacianss (y cusiquisr declarscién) ante la Oficina Intamacional, una copla de las
modificacionas ante 8] organiamo sncargado del sxamsn preliminar intemacionsl y, cuando es requarido, una
traduccién de tales modificaciones para procader ante of argeniamo {ver regla 55.3 y regla 622 a), primera frase).
Psra mayor informacién, ver s notas al formulario da requerimiento (PCTAPEAMOA.

Consscuencias de Ias modificacionss desdes ol punto de vista de la traduccién de la solicliud intermacional al
ingresar en la fase nacional

Se hace notar a1 soficitants que, al ingreser an la fass nacional, an lugar de o adicionaiments s ia taduccitn de
ias eivindicaciones an In versidn original, ss deba anvier uns traduccidn de las refvindicacionss modificadas

segin el ariiculo 19 a los organismos designados / ssleccionados.

Otros detales scerca de las axigencias de cada organismn designade / seleccionsdo se obtisnan en el PCT
Applicart Guide, Volume |1,

Instrucciones pars PCT/ISA/220 (baja 2) (julto 1998)



LR L
.

“nstrocdionss per PCT/SA/ZZ0 (hoja 1) (oo 1998)

INBTRUCCIONES PARA EL FORMULARIO PCT/BA/Z2D

Estza instruccionss son indicacionse biisices para la pressniacién de modificacionss sagiin ol articulo 19. Estss
observaciones se bassn sobre los requisiios del Traiado de Cooperacién intemacional en Materia de Patantas (FCT),
del reglamento de aplicacidn y de las normas administrativas dal miamo. Anta diferencias entre asias cbservaciones y
ios taxtos mancionados anteriorments son aplicables ios dltimos. Otros detalies se pueden oblener an o PCT
Applicania Guide, una publicaciin de la WIPO,

Les expresionss “srticulo”, “regls” y "panigmin” amplsados en estes instrucciones se refisren slempre « ks
disposiciones del Tretedo PCT, al reglamanto de aplicacién PCT o a les normas administrstives PCT.

INSTRUCCIONEB CONCERNIENTES A MODIFICACIONES BEGUN ARTICULO 19

Lusago da recibir of Informe de Bisqueda Intemacionsl, i soliciants tiane ia poabiidad de modificar una vez ias
relvindicaciones de la soficiud inlsmacional. Sin embargo, se debe hacer notar que, dado que todas lss partes de Ia
soficiud infemacional (relvindicacionss, descripcidn y figuras) pusadan ser modificados durants of Examen Prelimines
imamacional, no axists usuaiments la necesiiad de preseniar modificaciones de lss relvindicaciones sagin el arlfculo
16, excepio cuando el solicianis desss la publicaciin de eatas relvindicacionas o prassnta aigin atro metive pars Ia
modificaciin de as reivindicacionss de su publicacion intamacional, por ajampio, a ios fines de unas proteccidn
mm.TMn“MmMnmunluMpMummmmﬂm

2Que partes de uma solleltud inlsrnacional pueden ser modificadas?
En i marco del artioulo 17 solo pusdan ser modificadas tss reivindicaciones.
En a fase Intemnacional, sagiin al articuio 34, Ixs relvindicacionss también pueden ser modificadas (o
nuevaments modificadas) ante ol organismo encargado del examen preliminar intemacionsl. Segun ol articulo 34,
wy-mmumummdwmmummr

Al Ingresar on ta fase naclons!, segdn el mrticulo 28 o, sn casos dados, ol articulo 41, pusden sar madificadss
todan ias pariss de i solickud intsmacional.

LHasia cuando se pusden presentar modificaciones?
Dentro da los doa mases a partir dal envio del Informe de bilsqueda intemacionsl o dentro da dieciadia meses a
pariir de ia fecha de prioridad, segin ol plazo que vanza mds farde. Ne obstants, ins modificecionss son
consldaradas como villkiss cuando son anviadas a la Oficina intemnacional luego del plazo estahleckio pero sntes
do la conciusién da ias preparaciones iicnicas pema la publicacién intemacional (regia 48.1).

LDénda no se daben presentsr zs modificacionas?

Las modificaciones solo pusden st presentadas anis la Oficina intemacional y no en ka Oficina de Presentacidn
o an ¢i Organismo de Bilsquedss intsmacionales (regla 48.2).

Ver abajo donds se pueden pressnter un requerimiento de Examen Preliminar intemacdional.

LEn ques forma pusden ser llevadas a cabo l=e modificaciones?
Una modificacidn puade procadar an la version presentada mediants i elminaciin de una o varias
ralvindicaciones, madiante al agregado de una © varias meivindicaciones nuevas o mediants modificaciones del
fmdo de una o variss relvindicacionss.

Se debs pressnter una hoja de reemplazo por cada hoja da relvindicaciones que, come consecusncia de une o
verias modificaciones, se diferencia de ia presantada originaimants.

Todas lss relvindicaciones que aparecen una hola de eampiazo deben estar numeradas con cifras anlbiges. Asl,

cuando se aiimina uma relvindicacién, las demis no daben ser numerades nuevements. En el caso de una nueva

mmummum-mmuummmmmm

)3

Las modificaciones deben seter redaciadss en ol kdloma en qus fus publicada la solicitud intemacional.
4Qud aniascedentes debsn ecompafiar a lse modificacionse?

Escrito adjunto (lem 208b)):

Las modificacionas sa daben presentar con un escrito adjunto.

El escrito adjunto no se publica junto con la soliciud intsmacional y las reivindicacionss modificadus. No se debe
confundir con “declaracién segin articulo 18{1)" (Ver abajo, "sciaracién segin articulo 16{1)).

El escrito adjunto pusds estar redactado, a sleccién del soficitants, en iiioma inglde o francde. En
soliciiaciones Intemacionsiss vertidas en kioma Inglés, el escrito adjunto debe estar redactado
asbmismo sn idioms inglés y en les soliciiudes Inismacionalse redactadas en kiioma francés en idioma
francés.
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

PCT

Informe de Bilisqueda Internaclonal

(Articulo PCT 18, ssi como regles PCT 43 y 49)

Fl:ﬂ:-:ilhlnlidnleohlw Ver notificacién del envio del informe do bisqueda internacional
PROCEDER (formulario PCTASA/220), aai como, en tanto corresponda, o

| GZAS1TAWOM1 _ sigulento ppnin §. _

Referencla Internacional Fecha de presentaciin Iniemacioml Fecha de priorided (la mis antigne)
(dis’mes/niio) (din/mes/slin)

PCTAUS 03MET41 28 de de 2003 31 de mayo de 2002 (31/05/2002)

Solicitante

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

Ests informe de Bisqueda Intemacional fua elabomdo por el organismo de bésquedas inlemacionales y, de acuerdo
con el artfculo 18, es enviado al solickants. S8 envia una copia a la Oficina Inlsmacional.

Eséa informe de bdsqueda Intsmacional comprende, sntotal, __ 3 holss.

EH Se edjunta también una copia de cada uno de los antecadantas del estado de ks tenica mencionado
on aste Informe

1. Fundamentos del informe

o  Con respecio al idioma, }a bisqueda intemacional fue Revada a cabo, en tanto no se indique otre cosa en
ests punio, en el kioma en que se basa i soliciud Itemacional presentada,

O La bisqueda intemacional fus Oeveda a cebo basada sobe une treduccién da ia soficthud
Intemacional suministrada a este organime (regia 23.1 b)).

b. Con respecio a los nuciedtidos y/o smincicidos revelados en la solicfud Intemacional, la bisqueda
Intsmacional fus levada a cabo basada scbre sl prolocoio ds sacuenciss que

estd confenkio en forma escrita en is soficihxd Imtemadional.

fus presaniado an forma legibla por computadora Jurtio con ia soliciud Intamacional

fue suminktrado postariormentes sl organismo por eserito.

fue suministrado posisromments sl organismo en forma legible por computadors.

so presenid la declargcidn de qus o profocelo de sacuencis suministrado postariormants no supera
o contenido revelado en ia solicitud intemacional en el momento de in presantaciin.

so presantd la deciaracién de que las informaciones veriides en forma legibla por computadora se
comesponden con ol protocolo de secuenciss suminisiado por escitto.

Detsrminacias relvindicacionss no sran investigables (ver campo I).

OO0 0O OoOoa=

Faita de uniformidad de la Invencién (ver campo 1I).
4. Con respecto al tiario de la Invencldn,
E  sa sprusba el taxio tal como fus presentado por ef solcitants.
O sl texto fue esteblacido por este organismd como sigue:

5. Con respecio al resumman,
2 s aprusba el texto tal como fue presentado por ol solickante.
O el texio fue establecido por ests organismo de acuerdo con ia regia 38.2 b), tal como aparece en ol
camgpo lIL El solickanis pueds presentar una posicién ante este organismo en e tanscurso de un
mas a partir de la fecha del anvio de este infanme de Bisqueda Intemacional,

6. Lafigum de las lustracionss a ser pubicada con el resumen e [a figura N*
O como es sugerkia el solichante B ninguna de las figures

O pomue ol solickents no sugiere ninguna figura.

O porque esta figura caracteriza mejor la invencidn.

Formulario PCTASA/210 (haja 1) (ulio 1998)



Raferancia Intamacional
INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

PCTAUS 03/16741
A CLASIFIGACION DEL OBJETO DE LA 80OLICITUD
IPC{T) H CO7H 21702, 21/04; AB1K, 48,00; C12N 14/83, 15/88; C12Q 01/68; C12P 10/4
uscL : 4358, 91.1, 81.3, 325, 375, 538/23.1, 24.5, 614/44

n la claalficacidn intemnscional de patentss (IPC) o Ia clssficacidn intemnacional s IPG

?"nrmmm

Martarial minimo investigado (Satema de ciasificacion y simbolos de ciasificecion)

us. : 436/, 81.1, 81.3, 325, 375, 534/23.1, 24.5, 614/44

[Documentacin buscada pero distinta a la documentacion minima, en tanto pertenezcan sl émbito nvestigado

[Bancos elecirénicos de defos consuRados durante is bdsqueda internacional (nombre del banco de datos y (cuando
corresponde, expresiones de bisqueda empleadies)

STN, MEDLINE, CAPLUS, LIFESCI, EMBASE, USPATFULL, BIOSIS

p— ——

Denominacién dal documanto, asi como, da ser requerido,

Relsvants par la
indicackin da ios passies relsvanins

Procassing In Murine Cardiac Myooyiss. Chroultion: Supplamant II. 23 de ochubve de
2001, Vol. 104, N* 17, ver todo ol documento.

Y THE S8ANGER CENTER ET AL., Toward a Compiste Human Ganome Sequence. 1-28

Genome Research. Octubve 1898, Vol, B, N* 11, pp. 1087 — 1108, ver aqul referencias
da depdalics de secuencias.

Y YAN ET AL, Corin, a Tranamembmane Cardiac Serins Protenss, a8 a Pro-Atrial 1-28

Nstiurstic Peptide Canvertase. Hipertensién (Balimore). Octubre 2000, Vol 38, N® 4,
pp. 708 = 710, ver todo ol documanto.

Y HOOPER ET AL, Localization of the mosiac tranamambrana serine protaass Corin to 1-28

reivindicacion N*
A WU ET AL, Charmcterization of the Corin-Madiated Pro-Atrial Natiuetic Peptide 1=-28

23, pp. 6831 — 6637, ver todo el documento.

heart myocytes. Europsan Joumal of Biochemistry. Diclernbre de 2000, Vol 287, N*

L] Otrma publicaciones estin lstadas en la continuacién

L1 Verfamila de patentss en ol ansxo

dal campo C

Categoriss particulares indicedas en publicaciones

"A’ publicacidn que define o esiado gensral de la
técnica paro no conskierads come particularments

nia

‘8" documento anterior pero publicado recién o despude
ca [a de la fecha de pressntacidn iIntsmacional

1" publicacin sdecuada para hECer apanscer como
dudoss una relvindicackin de priorkiad, o mediants
Ia cual debe ser conakderada In facha de divuigacidn
de ofra publicacién mencionada en e informe de
bdsqueda o que es Indicada por otra rexdn particular
{como reafizads)

"0" publicacidn que se reflere a Lma revelecion oral, a
una utiizacidn, & una wqposicidn o a otrme

disposiciones
7 publicacidn reskzada onies de s fechs de
presantacién intemecional paro luego de Ia fecha de

Eﬁmu-
Fecha de de In bisquada intemacional
24 de noviembre de 2003 (24.11.2003

Nombre y Cadigo Poatal del ISA/US
Mal Stop PC, Atin.: ISAJS
Commissioner for Patentis
P.O. Box 1450 .
Alaxandria, Virginia 22313-1450

Fox N* 305-3230

*T" publicacionss postericres & ks difundides en la
fecha da preseniacién intsmacional o de la fecha de
pricridad y que no collsionan con lkn solicitud, sino
que aclo estdn Indicades pams mayor eniendimianto
dal principio fundamantal de la invencidn o de la
taoria sobm In cuat se basa

“X" publiceciin de particulsr importancia: la fvencidn
relvindicada no puade ser consdersda, solo como
consacusncia de estm publicacién, como novedoss
© apoyarse sn una actividad inventiva

“Y* publicaciin de particular impertancia: s Invencidn
reivindicada no pusds sar considerada como
apoysda en una eclividad inventiva cuando puade
ser relscionada con una © variss otrea publicacionss
de esta catagoria y tel miaciin es notorla pars un

ospocialisia
"8" publicacitn que e miembm de ia misma famils

[Facha de envio del Informe de Bisqueda Intemadional
|_________25 de agosto de 2004)

Funclonario sutortzado
Karen A. Lacoursiere (Firmacdo)
Teldfono N® (703)-308-0108

Formulario PCTASA/Z10 (hoja 2) (ulio 1998)
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Referencia Intemacional

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

PCT/US 03/16741
C. UMENTOS RELEVANTES _
Categora® Dencminacién del documento, esl come, de ser requerido, Ralevants pars la
indicaciin de los passjes relevaries reivindicacion N*
Y YAN ET AL, Cotin: A Moslac Transmemivens Serine Portsass Encoded by a Novel 1-28
cDNA from Humen Heart FESAB Joumal. 23 de abil de 10889, Vol 13, N° 7, pp.
A1587, Abstract 1207, ver todo al documento., -
Y KATOH ET AL, Moleculsr Cloning and Characterizstion of MFRP, a Novel Gene 1-28
Encoding a Mambrane-Typs Frizzied-Ralsted Protein. Blochemnical and Blophysical
Rasaarch Communications. 23 de marzo de 2001, Vl. 282, N* 1, pp. 118 - 123, ver
todo al documento.
xXT PAN ET AL, Genomic Structures of the Human and Murine Corin Genes and 1-28
Funclional GATA Elsments in Their Promotars. The Joumal of Blological Chamisiry. 11
da octubre da 2002, Vel 277, N® 41, pp. 38380 — 38388, ver todo of documento,
Y Yan ET AL, Corin, a tmnamambmane candlsc serine prolsase, acia as a pro-sirigl 1-28
mmmm PNAS. 18 de Jufio de 2000, Vol. 67, N® 16, pp.
8525 - 8528, ver todo ef documento.
XxT WU ET AL, Processing of Pro-atiial Natiurelic Pepiide by Corin In Cardiac Myocytes. 1-28
Tha Joumal of Blological Chemistry. 10 de mayo de 2002, Vol 277, N® 10, pp. 16000 -
16905, ver todo ol documento.
Y YAN ET AL, Corin, # Trarrmwrrbrene Cardiac Gerine Protesse encoded by a Novel 1-28
¢DNA from Human Hewt. Tha Joumal of Blological Chemisiry. 21 da mayo de 1998,
Vol 274, N® 21, pp. 14920 ~ 14933, ver lodo of documentio.
Y WO 00/54808 (SCERING AKTIENGEBELLECHAFT) 18 de dicembre de 1989 1-28
(18,12,88), ver todo ol documento.
Y WO 01/57188 (HYBEQ, INC.) 00 ds agosic de 2001 (00.00.01), ver tode o 1-28

Formulzrio PCTASAZI0 (hoja 2) Gulio 1998)

duu.mh.lnpnhlhr,hm
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SECUENCIAS DE CONTROL DEL GEN DE CORINA HUMANO

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud
de Patente Provisional de EE.UU. N°: 60/384.108, presentada
el 31 de mayo, 2002, cuyo contenido se incorpora por
completo en este documento a modo de referencia.
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién provee una nueva regién de control de la
expresién aislada de genea de corina de mamifercs. Esta
regifn de contrel activa preferencialmente la transcripcién
en células cardiacas. Se proveen métodos y compoBiciones
para emplear esta regién de control en la identificaci6n de
agentes capaces de modular la expresién de corina y en el
tratamiento de enfermedades cardiacas.
ANTECEDENTES

La corina, una serina proteasa transmembrana cardiaca,
cumple una funcién importante en la conversién de péptidos
natriuréticos pro-atriales (gro-ANP) en ANP (Yan, W, et al.
(2000) PNAS, 97: B525-B529; Wu et al. (2002) J. Biol. Chem.
277: 16500-16905). La ANP es una hormona cardiaca que reduce
la presién sanguinea elevada promoviendo la excrecién de
sales, incrementando la produccién urinaria, disminuyendo el
volumen sanguineo y relajando la tengién de los vasos de una
manera dependiente del receptor. La ANP se ha relacionado
con las principales enfermedades cardiovasculares tal como

hipertensién e inguficiencia cardfaca (Burnett, J.C. et al.
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(1986) Science, 231: 1145-1147). En ratones nogqueados, una
deficiencia ya sea de la ANP o de su receptor causa una
hipertensién espontdnea (John, S.W. et al. (1995) Science
267: 679-681; John, 8.W. et al. (1996) Am. J. Physiol. 271,
R109-R114; Lopez et al. (1995) Nature 378: 65-68). Se
considera que el paso de activacién de la conversién de pro-
ANP en ANP es critico en la regulacién de 1la hormona
cardifaca.

La corina tiene una estructura predicha de una proteina
transmembrana de tipo II que contiene dos motivos ricos en
cisteina tipo frizzled, ocho repeticiones del receptor de
LDL, un dominio tipo receptor del secuestrante de macréfagos
Yy un dominio de proteasa tipo tripsina en la regién
extracelular (Yan et al. (1999) J. Biol. Chem. 274: 14926-
14835) . La topologia general de la corina es similar a la de
otras serina proteasas transmembrana de tipo II incluyendo
hepaina, enteroquinasa, MT-SPl/matriptasa, proteasa tipo
tripeina de 1la vias respiratorias humanas, TMPRSS2,
TMPRSS3/TADG-12, TMPRSS4, MSPL y Stubble-stubbloid. Las
topologfas similares asi como las distintas estructuras
modulares sugieren que estas proteinas comprenden una
familia de genes que evoluciond por duplicacién vy
reordenamiento de exones ancestrales.

El gen humano abarca > 200 kb y contiene 22 exones. Los

limites de intrones/exones estin bien conservados entre las
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especiea, donde la mayoria de loa exones codifican dominioa
estructurales. Se ha descrito previamente la clonacién,
tanto en ratones como en humanos, del ADNc que codifica la
proteina corina (Yan et al. ibid). El1 anélisis de
transferencia Northern mostr6 que el ARNm de la corina es de
gran expresién en el corazén de seres humanos. El andlisis
por hibridaciSn con fluorescencia in eitu permiti6 mapear el
gen de la corina humana en el brazo corto del cromosoma 4
(4p12-13), donde se hablia localizado previamente el locus de
una enfermedad cardiaca congénita que presenta un retorno
venoso pulmonar completamente anSmalo.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con el aislamiento,
la clonacién y la identificacién de las regiones de control
de la expresidn del gen de corina de mamiferos, incluyendo
el promotor y otros elementos reguladores, y el uso de esta
regién de control de la expresién especifica del corazén
para identificar nuevos agentes que modulan la expresién del
gen de corina y para tratar enfermedades cardiacas.

Para tal fin, uno de 1los ocbjetos de la presente
invencién consiste en proveer un polinucleétido aislado que
comprende una regién de control de la expresién de corina,
donde dicha regi6fn de control modula la transcripcién de

cualquier polinuclebétido heterSlogo con el cual se liga
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operativamente, incluyendo, a modo de ejemplo, el gen de
corina humana.

La regién de control de la expresién de la corina
dirige 1la tramnscripci6n especifica del corazén de los
polinucleétidos heterSlogos a los cuales estd 1ligado
operativamente, comprende uno o mis elementos reguladores de
la tramscripcién seleccionados del grupo formado por GATA,
fbx-s, NKx2.5, el factor de tramscripcién de tipo Krippel o
gitios de unién NF-AT, y tiene capacidad para unirse a las
proteinas de la transcripcién, por ejemplo GATA-4.

Otro objeto de 1la invencién consiste en proveer
polinucleStidos que comprenden una regién de control de la
expresién de corina humana. El polinucle6tido preferido de
la invenci6n se localiza en los nucleStidos -4037 a -15 (SEQ
ID N°: 6), mids preferentemente en los nuclebStidos -1297 a -
15 (SEQ ID N°®*: 5) y mis preferentemente alin en 1los
nuclebStidoa -405 a -15 (SEQ ID N°: 4), donde dicha
numeracién es relativa al sitio de inicio de la traduccién
(ATG) del gen de corina humana o su cadena complementaria,
tal como se muestra en la figura 8 (SEQ ID N°*: 2}.

De acuerdo con este aspecto de la invencién también se
proveen fragmentos y variantes de estos polinucledtidos.

Otro objeto de 1la invencifn consiste en proveer
vectores que comprenden la regién de control de la expresién

de corina, o fragmentos o© variantes de la misma. En otras
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realizaciones, el vector también comprende un polinucleétido
heter6logo, por ejemplo corina, ligado operativamente a la
regién de control de la expresién de corina. De acuerdo con
este aspecto de la invencién, también se proveen células
huésped transfectadas con dichos vectores, y métodos para
expresar los productos codificados por dichos
polinuclesdtidos heter6logos.

Otro objeto de 1la invencién coneiste en proveer
composiciones farmacéuticas que comprenden un vector que
contiene la regién de control de la expresién de corina
ligada operativamente a un polinucleétido heterflogo o una
célula huésped transfectada con dicho vector, en un vehiculo
aceptable para uso farmacéutico.

Otro objeto de la invencién consiste en proveer un
método para identificar un agente que puede modular 1la
expresién de un gen de corina humana en una célula, donde
dicho método comprende:

{(a) producir un vector recombinante en el cual el
pelinucleétido aislado, que comprende una regién de control
de la expresién de la corina de mamifero, est& ligado
operativamente a un gen informante;

(b) transfectar la célula con el vector recombinante;

(c) tratar la célula con el agente;

(d) medir el nivel de transcripciém de la secuencia

informante en la célula tratada; y



{e) comparar el nivel de expresién de la secuencia
informante en presencia del agente con el nivel de expresitn
en una célula transfectada control que no ha sido tratada
con el agente,

En una realizacién preferida, se utilizan miocitos
cardiacos.

Otro objeto de la invencifn consiste en proveer un
método para modular la expreaién de un gen especifico del
corazén en un sujeto humano, donde dicho método comprende:

(a) producir un vector recombinante en el cual un
polinucleftido aislado comprende una regién de control de la
expresién de la corina de mamiferos ligada operativamente a
un polinucleStido heterélogo; y

(b) administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz en
términos terapéuticos del vector.

Una realizacién preferida de este aspecto de 1la
invencién es un vector en el cual el polinucleétido
heterflogo codifica corina. También 8son preferidas las
realizaciones en las cuales la regién de control de la
expresién de corina se selecciona entre los polinucleétidos
que poseen las secuencias de las SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 5
o SEQ ID N°: 6.

Otro objeto de la invencién consiste en proveer un
método de tratamiento de la insuficiencia cardfaca

congestiva, hipertensién o infarto de miocardio en un sujeto
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humano, donde dicho método comprende la administracitn a
dicho sujeto de una cantidad eficaz en términos terapéuticos
de un polinuclebdtido aislado que comprende una regi6n de
control de la expresifn de corina, ligado operativamente a
un gen seleccionado del grupo formado por corina, el péptido
natriurético atrial (ANP), péptido natriurético de tipo B,
fosfonolambano, enzima convertidora de angiotensina {ACE)} o
formas dominantes negativas de estos genes. Como
alternativa, la regién de control de la expresién de 1la
corina puede estar ligada operativamente a un polinucleétido
que codifica una molécula de ARN antisentido.

En una realizaci6nm preferida de este aspecto de 1la
invencién el gen seleccionado es corina.

Otro aspecto de la | invencién consiste en proveer un
método de tratamiento de un sujeto humano que sufre de
insuficiencla cardiaca, donde dichc método comprende:

(a) producir un vector recombinante en el cual el
polinuclef6tido aislado comprende una regién de control de la
expresibn de la corina de mamifero, ligado operativamente a
un polinucleétido que codifica un polipéptido seleccionado
del grupo formado por ANP, péptido natriurético de tipo B,
fosfonolambano, ACE o formas dominantes negativas de estos
genes; y

(b) administrar el vector recombinante, en un wvehiculo

aceptable para uso farmacéutico, a dicho sujeto.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Organizacién de los genes de corina de
mamifero. Organizacién de los genes de corina (A) humanos y
(B) de ratén. Se secuenciaron dos clones BAC con una
estrategia de shotgun [o rifle] y se indican los tamaflos de
lae secuencias ensambladas del 1inserto. Las Dbarras
verticales indican exones. El clon de plésmido usado para
la subclonacién del BAC 26540 en el gen humano estd indicado
con los sitios de enzimas de restriccién {H, Hind III; E,
EcoRI). El inserto del subclon fue secuenciado utilizando un
método de extensién con cebadores que emplea secuenciacién
automitica. En la parte inferior se muestran las posiciones
de los clones BAC, Contig y un clon plésmido que abarca el
gen de la corina.

Figura 2. Posiciones de los limites de intrones-exonesa
con relacién al dominio de la proteina corina. Los exonea 1
a 22 (panel superior) del gen de corina estin alineados con
sus correspondientes dominios de proteina. TM, dominio
transmembrana; Frizzled, el dominic rico en cisteina tipo
frizzled; LDLR, repeticiones del receptor de LDL; SRCR,
dominio rico en cisteina del receptor del secuestrante; H, D
Y S, los residuos His, Asp y Ser de la triada catalitica del
dominio de la proteasa.

Figura 3. Alineacién de las regiones flanqueadoras 5’

de los genes de corina humanos (SEQ ID N°: 1) y de ratémn
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(SEQ ID N°: 3). La regién flanqueadora 5’, el ex6n 1 y parte
del intr6n 1 estén alineados entre los genes humano y de
murino. La numeracién es relativa al iniciador de 1la
traduccitn ATG (fuente resaltada y en cursiva). Los niimeros
indicados son diferentes en humanos y ratones debido a 1la
divergencia en los primeros exoneasa. La flecha indica la
unién entre el primer exén e intrén del gen de corina humano
y la secuenclia de procesamiento del donante del intrém 1
humano estid subrayada. Las secuencias reguladoras putativas
estén indicadas y resaltadas (sitio Tbx5 para unién a Tbx5,
una caja T qQque contiene al factor de transcripcién; NF-AT,
un sitio de unién para el factor nuclear de células T
activadas; GATA, un elemento de unién para proteinas GATA;
caja GT para la unién a factores tipo Krippel; caja TATA
para la unién al factor de transcripcién basal TFIID; y NKE,
un motivo de uniém para Nxk2.5). La secuencia NKE, que se
superpone con la secuencia GATA proximal, estd subrayada.
Figura 4. AnfAlisis funcional de 1la actividad del
promotor del gen de corina en cardiomiocitos cultivados.
Diagrama de las construcciones informantes que contienen
segmentos truncados en serie de la regi6n flanqueadora 5’ de
genes de corina humanos y de murinos ligados al gen de la
luciferasa (Panel A). Se indican las ubicaciones de los
elementos requladores putativos. Estas construcciones fueron

co-transfectadas en células HL-5 de ratém con pRL-SV40, un
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plésemido que expresa luciferasa de Rellina dirigido por el
promotor viral SV40. La actividad luciferasa expresada por
cada construccién se normalizé con la actividad de la
luciferasa de Rellina expresada por el pRL-SV40 para cada
transfeccién. Cada experimento de transfeccién se realizd
por triplicado para cada construccién. Los datos representan
la media + D.E. de tres experimentos independientes {(Panel
B).

Figura 5. Expresifn especifica del corazén de las
secuencias flangqueadoras 5' de los genea de corina humanos y
de murinos. Los cardiomiocitos HLS y 1las células
epiteloides HeLa fueron transfectadas con las construcciones
indicadas, cada una junto con la construccién control pRL-
SV40. Las actividades de luciferasa y Rellina se expresan
como unidades de luz por alficuota de 20 ul de los extractos

celulares de las células transfectadams. Cada experimento de

tranafeccién se efectud por triplicado. Los datos
representan la media + D.E. de tres experimentos
independientes.

Figura 6. Unién de proteinas nucleares a la secuencia
reguladora que abarca el elemento GATA proximal.

A: Secuencias de los oligonucleétidos de la cadena
superior usadas como sondas y competidores. Los motivoa GATA
en cada secuencia (SEQ ID N°: 11 y 13, para humanos y

ratonea, respectivamente) estén resaltados y loe nucleétidos
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mutados (SEQ ID N°: 12 y 14, para humanos y ratones,
respectivamente) estidn en cursiva. Los elementos GATA
proximales de humanos y murinos son de 1las regiones
indicadas de las secuenclas flanqueadoras 5’ de corina. La
sonda consenso GATA (SEQ ID N°: 15) que contiene dos motivos
GATA deriva de 1la regi6n potenciadora especifica del
receptor de células T humanas.

B: La sonda consenso GATA marcada (SEQ ID N°: 15), o su
sonda mutante (SEQ ID N°: 16), se incub6 con extractos
nucleares de células HL-5 en presencla o ausencia de un
exceso de 100 veces de loe oligonuclebtidos no marcados
indicados. La flecha indica un complejo de ADN-protefna
dependiente de la secuencia GATA.

C: La sonda consenso GATA marcada se incubé con
extractos nucleares de células HL-5 en presencia de
anticuerpos contra proteinas GATA. La flecha indica el
complejo de ADN-proteina cuya formaciém fue blogqueada por un
anticuerpo contra GATA-4, pero no con anticuerpos contra
GATA-1, -3 y -6.

D: El elemento GATA marcado de la corina humana se
incub8 con extractos nucleares de HL-5 en presencia o
ausencia de un anticuerpo contra GATA-4. La flecha indica el
complejo de ADN-proteina cuya formacién fue blogqueada

completamente en presencia del anticuerpo anti-GATA-4.
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Figura 7. Andlisis mutacional de los elementos GATA
proximales conservados. Se introdujeron las mismas
mutaciones (GATA en CTTA) que eliminan la unién de la
proteina GATA-4 en EMSA en las construcciones informantes de
luciferasa dirigidas por las regiones flanqueadoras 5’ de -
642 a -77 en ratén o de -405 a -15 en humano. Lae
congtrucciones mutantes y de tipo salvaje fueron
transefectadas en c¢é&lulas HL-5, cada una junto con 1la
construccién control pRL-SV40. La actividad 1luciferasa
expresada por cada conastruccién fue normalizada para la
actividad luciferasa de Renilla expresada por pRL-SV40 para
cada transfeccifn. La actividad del promotor de cada
construccién mutante se expresdé como un porcentaje de la
correspondiente construccién de tipo salvaje. Cada
experimento de transfeccién se efectué por triplicado. Los
datos representan la media + D.E. de tres experimentos
independientes.

Figura 8. Secuencia de nucleStidos (SEQ ID N°: 2) de la
regién flanqueadora 5’ del gen de corina humano. La
secuencia de 4165 pares de bases contiene 1la regién
flanqueadora 5’, el primer ex6n y el comienzo del intrén 1
(en minGscula). Toda la numeracién es relativa al sitio de
inicio de la traduccién (ATG, resaltado y subrayado). Los

elementos reguladores putativos est&n resaltados. Las

¥
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abreviaturas de los elementos reguladores putativos Bse
describieron en la leyenda de la figura 3.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCIGON

La presente invencién se relaciona con el aislamiento,
la clonacién y la identificacién de la regiém de control de
la expresitn del gen de corina especifico del corazén,
incluyendo el promotor y otros elementos reguladores. La
regién de control de la expresién de corina aislada, y
fragmentos y variantes de la misma, son de utilidad en 1la
construccién in vitro e in vivo de modelos experimentalea
para estudiar la modulacién de la expresién del gen de
corina y para identificar nuevos moduladores de la expresién
del gen de corina. La regién de control de la expresidn
también se puede usar en las terapias genéticas dirigidas a
los estados de enfermedad del corazén, por ejemplo 1la
insuficiencia cardiaca.
Definiciones

Tal como se utilizan en la memoria descriptiva, en loa
ejemplos y en las reivindicaciones adjuntas, a menos gque se
especifique lo contrario, los sigulentes términos tienen el
significado indicado a continuacién.

Un “&cido nucleico” o “polinucleétido” se refiere a
desoxirribonuclebtidos o ribonucleétidos y polimeros de los
mismoa, ya sea en la forma de cadenas simples o dobles. El

término abarca los &cidos nucleicos que contienen anédlogos
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de nucleétidos conocidos o residuos o enlaces modificados de
la estructura principal, que son sintéticos, naturales y no
naturales, que presentan propiedades de unién similares al
dcido nucleico de referencia, y que son metabolizados de
manera gimilar a los nuclebtidos de referencia. Los ejemplos
de dichos andlogos incluyen, sin limitaciones,
fosforoticatos, fosforamidatos, foafonatos de metilo,
foasfonatos de metilo quirales, 2-O-metil ribonucleétidos,
péptidos-dcidos nucleicos (PNA).

A menos que se indique lo contrario, una secuencia de
dcido nucleico particular también abarca implicitamente
variantes modificadas de forma conservadora de la miema (por
ejemplo, sustituciones de codones degenerados) y secuencias
complementarias, asi como la secuencia explicitamente
indicada. Especificamente, las sustituciones de codones
degenerados sBe pueden lograr generando secuencias en las
cuales la tercera posicién de wunoe o© més codones
seleccionados (o todos) estd sustituida por residuos mixtos
bésicos y/o de desoxiinogsina (Batzer et al. (1991) Nucl.
Acids Res. 19: 5081; Ohtsuka et al. (1985) J. Biol. Chem.
260: 2605-08; Rossclini et al. (1994) Mol. Cell. Probes, 8:
91-98). El término &cido nucleico se usa indistintamente
con los términos gen, ADNc, ARNm, oligonuclebétido y

polinucleétido.
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Una secuencia de &cido nucleico particular también
abarca implicitamente *“variantes de procesamiento”. De
manera similar, una proteina particular codificada por un
dcido nucleico abarca implicitamente cualquier proteina
codificada por una variante de procepsamiento de dicho acido
nucleico. Las “variantes de procesamiento”, como lo sugiere
su nombre, son los productos de procesamientos altermativos
de un gen. Después de la transcripcién, el transcripto
inicial de &cido nucleico puede mer procesado de forma tal
que los diferentes (altermativos) productos de procesamiento
del &cido nucleico codifican distintos polipéptidos. Los
mecanismos de produccién de variantes de procesamiento
varian, pero incluyen un procesamiento alternative de
exones. Loe polipéptidos alternativos derivados del mipmo
dcido nucleico por transcripcién directa también estén
comprendidos por esta definicién. Cualquiera de 1los
productos de una reaccién de procesamiento, incluyendo las
formas recombinantes de los productos de procesamiento, esté
incluido en esta definicién.

El “gen de corina” se refiere a un gen que codifica una
secuencia de aminoicidos contiguos que comparten al menos un
60% aproximadamente (preferentemente un 75%, 78%, 90%, y més
preferentemente un 95% aproximadamente) de identidad con la
secuencia de aminodcidos del gen de corina humano descrito

en Yan et al. (1999) J. Biol. Chem. 274: 14926-14935).

2



£

La “regién de control de la expresién de corina" o la
*regién de control de 1la expresi6n” pse refiere a un
polinucleétido ubicado dentro de la secuencia genémica 5’
con respecto a la regién de codificacién de los genes de
corina de mamifero naturales. En el gen de corina humano, la
regién de control de la expresién de corina comienza por el
nuclebStido -4165 y texmina en el nucleStido -15 con relacién
al sitio de inicio de la traduccién (ATG) del gen de corina,
o0 8u cadena complementaria, tal como se muestra en la figura
8. La regién de control de la expresifn de la corina puede
activar la transcripcién del gen de corina en el tejido
cardiaco (miocitos). Los polinucleétidos que comprenden la
regién de control de la expresién de la corina pueden variar
en un rango de 100 a 5000 nucleStidose de longitud; las
realizaciones particulares de la regién de contrcl de la
expresién de la corina funcional humana son de 4023, 1283 6
391 nucleStidos (SEQ ID N°: 6, 5 y 4, respectivamente) de
longitud. Los polinucleéStidos de la regifén de control de la
expresién de la corina son en general al menos un 70%
hom6logos de estas secuencias. En algunas realizaciones, los
polinuclebtidos de la regién de control de la expresién de
la corina son al menos un 75%, B80%, 85%, 90%, 92%, 95% o
100% homSlogoes de estas secuencias. El1 término “regién de
control” no incluye los codones de inicio o terminacién y

las otras secuencias ya deacritas en Yan et al. ibid. 1IlLa

9‘11
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regién de control de la expresién de la corina contiene
gsitios de uniém para diversas proteinas reguladoras de la
transcripcién, por ejemplo GATA-4, que se pueden ligar de
una manera gque e8 Bustancialmente la misma que en la
naturaleza o de una manera artificial. La regién de control
de la expresi6n de la corina activa la transcripcién del gen
de corina o de otros polinucleétidos heterSlogos que estén
ligados operativamente a la misma, en particular de una
manera especifica del corazén.

La “expresién especifica del corazén” significa que el
polinucle6tido se transcribe con un mayor Indice en células
derivadas del corazén que en las células no cardfacas. Por
consiguiente, la regién de control de la expresién de la
corina generalmente activar&8 1la transcripcién de un
polinucleétido ligado con una eficacia al menos 2 veces
mayor en miocitos cardiacos que en las células no cardiacas,
donde la expresién en cada caso se normaliza para 1la
transcripcitn de otros polinuclebtidos ligados al
promotor/potenciador SV40 u otro promotor comstitutivo.

Una o mas “variantes” de los polinuclebétidos, tal como
se utilizan aquf, son polinuclebétidos que difieren de 1la
secuencia de polinucleéStidos de wun polinucleétido de
referencia. En general, las diferencias son limitadas de
modo gque las secuenclas de polinucletStidos de la referencia

y la variante son bastante similares en general y en muchas



regiones son idénticas. Las diferencias son tales que no se
ve alterada la funcién del polinuclebtido y, 8i el
polinuclebdtido normalmente codifica un polipéptido, el
polipéptideo resultante no estd cambiado en cuanto a
secuenclia de aminodcidos o, aunque posee diferencias en 1la
secuencia de aminoAcidos, atn es funcionalmente idéntico.

Los “fragmentos”, tal como 8Be utilizan aqui, Bse
refieren a un polinucleétido cuya secuencia de
polinucle6tidos es enteramente la misma que una parte, pero
no toda, la secuencia de polinucleétidos de la regifn de
control de la expresién de la corina mencionada
precedentemente y variantes de la misma. Dichos fragmentos
congservan la capacidad de la regi6n de control de 1la
expresién de corina para dirigir wuna transcripeién
especifica del corazén de los polinucleétidos heterélogos a
los cuales estén ligados operativamente.

Los Telementos de 1nicio de 1la transcripcién” se
refieren a las secuencias en un promotor que especifican el
sitio de inicio de la ARN polimerasa II. Los elementos del
inicio de la tranecripcién pueden incluir cajas TATA, que
dirigen el inicio de la transcripcidn de unas 25-35 bases
hacia el extremo 3’, o elementos iniciadores, que son
secuencias localizadas cerca del propio sitio de inicio de
la transcripcién. Los promotores eucariotas comprenden en

general elementos de inicio de la transcripcifn y ya sea
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elementos promotores-proximales, elementos potenciadores
distantes o ambos.

El término “recombinante” utilizado con referencia, por
ejemplo, a una célula o a un &cido nucleico, a una proteina
o a un vector, indica que dicha célula, &cido nucleico,
proteina o vector ha sido modificado por la introduccitn de
un &cldo nucleice © una protefna heterSloga o indica una
alteracién del &4cido nucleico o proteina nativa, o que la
célula deriva de una cé&lula modificada de esa manera. Por
consiguiente, por ejemplo, las células recombinantes
expresan genes que no ge encuentran en la forma nativa (no
recombinante) de la célula o expresan genes nativos que de
lo contraric se expresan anormalmente, se subexpresan © no
Be expresan.

Un *“potenciador” se refiere a una regién requladora de
ADN que aumenta la transcripcién. Un  potenciador
habitualmente se localiza fuera de la regién promotora
proximal, aungue no piempre es asi, y se puede ubicar a
varios kilobases o© m&s del sitio de inicio de 1la
transcripcién, afin en posiclién 3’ con respecto a 1la
secuencia de codificacién o dentro de loa intrones del gen.
Los promotores y potenciadores pueden conferir, ya sea Bolo
o en combinaci6n, una expreelén especifica de tejidos.

El término "silenciadora” se refiere a una regién de

control de ADN que, cuando eatd presente en el contexto
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natural del gen de corina suprime la transcripcifn con dicho
promotor, ya sea por suB propias acciones como un segmento
de ADN discreto o a través de las acciones de factorea que
actfian en trans que se unen a dichos elementos y ejercen un
control negativo de la expresién del gen. Este elemento
puede cumplir un rol en el patrfn de tipo restringido de
expresién celular para el gen de corina, por ejemplo 1la
expresifn puede ser permisiva en los cardiomiocitos donde
dicho silenciador puede estar inactivo, pero estar
restringida en otros tipos celulares en los cuales dicho
silenciador es activo. Este elemento puede, © no, funcionar
aisladamente o en una construccién promotora heteréloga.

El término “aislado” con referencia, por ejemplo, a un
polinuclet6tido significa que el material es eliminado de su
entorno original (por ejemplo, el entorno natural sl se
trata de un polinucleétido natural), y aislado o separado de
al menos un componente adicional con el cual estd asociado
naturalmente. Por ejemplo, un polinucleétido natural
presente en su huésped vivo natural no est& aislado, pero el
mismo polinucleétido, separado de todos los materiales
coexistentes en el sistema natural, estd aislado. Dichos
polinucleétidos podrian formar parte de una composicién, y
adn estar aislados por cuanto dicha composici6n no forma

parte de su entorno natural.

86



El *“porcentaje de identidad”, o identidad porcentual,
con referencia a wuna Bsecuencia, significa que dicha
secuencia Be compara con un elemento reivindicado o una
secuencia descrita después de alinear dicha secuencia a
comparar con la secuencia descrita o reivindicada. La
comparacién de secuencias y la determinacién del porcentaje
de identidad y de similitud entre dos secuencias se pueden
llevar a cabo usando un algoritmo matemdtico. Un ejemplo no
limitativo preferido de dicho algoritmo matem&;ico se
describe en Kariin et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 90: 5873-5877. Dicho algoritmo se incorpora en los
programas NBLAST y XBLAST (versifn 2.0) descritos en
Altschul et al. (1997) Nucleic Acid Res. 25: 3389-3402,

Una “gran severidad®, tal como 8e utiliza aqui,
slgnifica, por ejemplo, incubar un transferido durante la
noche (por ejemplo, al menos 12 horas) con una sonda de
polinucleétidos larga en una solucién de hibridacién que
contiene, por ejemplo, SSC 5X, SDS 0,5%, ADN de esperma de
salmén desnaturalizado 100 pug/ml y formamida 50%, a 42 C.
Los transferidos se pueden lavar bajo condiciones de gran
severidad que permiten, por ejemplo, una falta de
coincidencia de bp menor que un 5% (por ejemplo, dos lavados
en SSC 0,1X y SDS 0,1% durante 30 min a 65 °'C),
selecclonando asi las secuencias que poseen, por ejemplo, un

95% o mis de identidad de secuencia.

A
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Un polinucleStido se ™expresa” cuando una copia de ADN
del polinucleétido es transcrita en ARN.

Un polinucleStido estd “ligado operativamente” a wuna
regién de control de la expresiém de corina cuando 1la
conjuncién del polinucleétido y la regién de control de la
expresién de corina en una sola molécula da como resultado
la tranecripcién del polinucleStido, méds preferentemente en
una transcripcién especifica del corazén (en los miocitos).

Un *polinucleétido heterélogo” se refiere a
polinucleétidos, distintos de los de la regién de control de
la expresitn de corina, gue estdn ligados operativamente a
una regién de control de 1la qxpresién de corina y que se
expresan preferencialmente en células especificas del
corazén. El polinucleStido ligado codifica una molécula de
utilidad terapéutica, por ejemplo un polipéptido, un ARN
antisentido. Los términos “aislado”, *purificado* o
*biolS6gicamente puro* se refieren a un material que estd
sustancialmente o esencialmente libre de los componentes que
normalmente lo acompafian en su estado nativo. La pureza y
homogeneidad se determinan tipicamente usando técnicas de
quimica analitica, tal como electroforesis sobre gel de
poliacrilamida o cromatografia liquida de alta presién. Una
proteina que es la especie predominante en una preparacifn
estd sustancialmente purificada. En particular, un &cido

nucleico aislado es separado de los marcos de lectura

a9
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abiertos que flanquean al gen y codifican otras proteinas.
El término “purificado” indica que un &dcido nucleico o una
proteina darid lugar esencialmente a una banda en un gel de
.electroforesis. En particular, significa que el 4&cido
nucleico © la proteina es al menos un 85% puro, méis
preferentemente al menos un 95% puro y con mayor preferencia
al menos un 99% puro.

Los términos *“polipéptido”, “péptido” y "proteina* se
utilizan indistintamente en la presente para hacer
referencia a un polimero de residuos de amino&cidos. Los
términos se aplican a los polimeros de amino&cidos en los
cuales uno o més residuos de aminodcidos comprenden un
mimético quimico artificial del correspondiente aminoicido
natural, asi como a polimeros de amino&cidos naturales y
polimeros de aminodcidos no naturales.

El término “aminofdcido” s8se refiere a aminodcidos
naturales y sintéticos, asi como a andlogos de aminoficidos y
miméticos de aminodcidos que funcionan de una manera similar
a los aminoAcidos naturales. Los aminodcidos naturales
comprenden los amino&cidos que estén codificados por el
cédigo genético, asi como aquelloe aminodcidos que son
modificados posteriormente, por ejemplo, hidroxiprolina, y-
carboxiglutamato y O-fosfoserina. Los andlogos de
aminoicidos se refieren a compuestos que presentan la misma

estructura quimica bé&sica que ei amincdcido natural, es
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decir, un carbono que estd unido a un hidrégeno, un grupo
carboxilo, un grupce amino y un grupo R, por ejemplo,
homoserina, norleucina, sulféxido de metionina, metil
sulfonio de metionina. Dichos an&logos contienen grupos R
modificados (por ejemplo, norleucina) o esqueletoa de
péptidos modificados, pero que retienen la misma estructura
quimica bésica que los aminodcidos naturales. Los miméticos
de aminoficidos se refieren a compuestos quimicos que poseen
una estructura diferente de la estructura quimica general de
un aminodcido, pero que funciona de manera similar al
aminodcido natural.

En la presente s8e puede hacer referencia a los
aminodcidos ya sea por sus simbolos conocidos de tres letras
o por los simbolos de una letra recomendados por la Comisién
de Nomenclatura en Bioquimica de IUPAC-IUB. Asimismo, Be
puede hacer referencia a los nuclesStidos por su cédigo de
una sola letra cominmente aceptado.

El término “variantes modificadas conservadoramente” se
aplica a secuencias de &cidos nucleicos y de aminofcidos.
Con respecto a secuencias de &cido nucleico particulares,
las varlantes modificadas conservadoramente se refieren a
aquellos 4&cidos nucleicos que codifican secuencias de
aminodcidos i1dénticas o esencialmente idénticas, o cuando el
dcido nucleico no codifica una secuencia de amino&cidos a

secuencias esencialmente 1dénticas. Debido a la degeneracién
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del c&6digo genético, hay wuna gran cantidad de &cidos
nucleicos funcionalmente idénticos que codifican cualquier
proteina dada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU
codifican todos al aminocdcido alanina. Por consiguiente, en
cada posicién donde una alanina es especificada por un
codén, dicho codén puede ser alterado en cualquiera de los
correspondientes codones descritoes gin alterar el
polipéptido codificado. Dichas +variaciones de &cidos
nucleicos Bson *“variaciones silentes”, que comprenden una
especlie de variaciones modificadas conservadoramente. Aquf,
cada secuencia de dcido nucleico que codifica un polipéptido
también describe cada variacién silente posible del &cido
nucleico. El especialista comprenderd que cada codfn en un
4cido nucleico (excepto AUG, que comfinmente es8 el dnico
codén para metionina, y TGG, que comfinmente es el fUnico
coddn para triptofano) puede ser modificado para obtener ﬁna
molécula funcionalmente idéntica. Por 1lo tanto, cada
variacién pilente de un &cido nucleico que codifica un
polipéptido estd incluido implicitamente en cada secuencia
descrita.

Con respecto a las secuencias de amino&cidos, el
especialista comprenderi que es posible efectuar
sustituciones, supreeiones o adiciones individuales a una
pecuencia de &cido nucleico, de péptidos, polipéptidos o

proteina que altera, afiade o suprime un solo aminodcido o

gl



7"

bien, un pequefioc porcentaje de aminofcidos en la secuencia
codificada es una “variante modificada conservadoramente”,
donde la alteraciém da como resultado la sustitucién de un
aminodcido por un aminod&cido quimicamente similar. Las
tablas de sustituciém conservadora que proporcionan
aminodcidos funcionalmente similares son bien conocidas en
el arte. Dichas variantes modificadas conservadoramente
estén incluidas y no excluyen las variantes polimSrficas,
los homSlogos entre especies y los alelos de la invencién.

Cada uno de 1los siguientes ocho grupos contiene
aminoficidos que constituyen sustituciones conservadoras
entre si:

1) Alanina (A), Glicina (G);

2) Acido aspértico (D), Acido glut&mico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q):

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina
v);

6) Penilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano. (W);

7) Serina (S), Treonina (T); y

8) Cisteina (C), Metionina (M)

Véase, por ejemplo, Creighton, Proteins (1984).

Un “vector de expresién” se refiere a una construccién
de &cido nucleico, generada por recombinacién o sintesis,

con una serie de elementos de &cido nucleico especificados
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que permiten 1la transcripcién de un. dacido nucleico
particular en una célula huésped. El1 vector de expresifn
puede formar parte de un pldemido, virus o fragmento de
dcido nucleico. Tipicamente, el vector de expresién incluye
el &cido nucleico que seri transcrito ligado operativamente
a una regiétn de control de la expresitn, por ejemplo la
regién de control de la expresién de corina.

Un “excipiente aceptable para usc farmacéutico” Bse
refiere a un vehiculo aceptable, y cualquier sustancia
auxiliar aceptable para uso farmacéutico requerida para que
sea compatible con las condiciones fimsioléSgicas, que no son
téxicos y que no afectan adversamente la actividad biolégica
de la composicién farmacéutica suspendida o incluida en 1la
misma. Los excipientes adecuados serdn compuestos tales como
manitol, succinato, glicina o albGmina de suero.

Una “cantidad eficaz en términos terapéuticos” ase
refiere a una cantidad de un compuesto de la invencién que,
cuando es administrado a un sujeto que lo necesita, es
suficiente para el tratamiento, definido m&s adelante, de
pacientes que sufren de, © que pueden desarrocllar,
enfermedades cardfacas. lLa cantidad de un compuesto que
conetituye una "cantidad eficaz en términos terapéuticos”
varia dependiendo del compuesto, pero puede per determinada
mediante procedimientos de rutina por el especialista en el

arte teniendo en cuenta su conocimiento y esta descripcién..
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Los términos *“tratar” o “tratamiento”, tal como se
utilizan aqui, abarcan el tratamiento de enfermedades
cardiacas e incluyen:

{(a) prevenir la aparicién de una enfermedad cardiaca en
un ser humano, en particular cuando dicho ser humano tiene
una predisposicién para sufrir de estas afeccicnes;

{b) inhibir la enfermedad cardiaca, es decir detener su
desarrollo; o

{(c) aliviar una enfermedad cardiaca, es decir causar un
retroceso de las afecciones.

Descripcién detallada de la invencién

La presente invenci6n se relaciona con la clonacién e
identificacifn de la regién de control de la expresién de un
gen de corina de mamifero (por ejemplo ratén, ser humano),
incluyendo el promotor y otros elementos reguladores y el
uso de esta regién de control de la expresién para
identificar agentes que modulan la expresién del gen de
corina y su uso en el tratamiento de enfermedades cardiacas.
En particular, la invencién se relaciona con polinucleétidos
que comprenden una nueva regién de control de la expresién
de la corina humana y la capacidad de esta regién de control
para dirigir la expresién especifica del corazén de
polinucleStidos heterflogos ligados operativamente a 1la

misma.
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Aiglamiento y caracterizacifn de polinuclebtidos de 1la
regién de control de la expresién de corina

Esta invencién se basa en técnicas de rutina en el
campo de la genética recombinante. Loe textos bé&sicos que
describen los métodos generales de uso en esta invencién
incluyen Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory
Manual (2 ed. 1989); Kriegler, Gene Transfer and
Expression: A Laboratory Manual (1990); y Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley y Sons,

Nueva York, NY, 1954).

Organizacién del gen de corina de mamifero

En la figura 1 se muestra la organizacién de los genes
de corina humanos y de murinos y la ubicaciones de clones
BAC (cromosoma artificial bacteriano), contig y un clon de
plésmido que contiene a lose genes de corina y sus regiones
flanqueadorae 5‘. Ambos genes de corina, humano y de murino,
abarcan al menos 200 Kb y consisten de 22 exones y 21
intrones.

La secuencia de ADNc de corina predice una proteina
compueata de numerosos dominios discretos. Los limites entre
los dominios de la proteina corresponden casi exactamente a
los limites de exones/intrones de la estructura gendmica,
como se ilustra esquemiticamente en la figura 2. La cola
citoplasmitica por el extremo N-terminal estd codificada por

el ex6n 1 y la mitad del exfn 2, seguido del dominio
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transmembrana que esti codificado por la otra mitad del ex6n
2. La regién entre el dominio transmembrana y el primer
dominio frizzled estd codificada por el ex6n 3. Cada uno de
loa dominios frizzled estd codificado por dos exones, cada
uno de los ocho LDLR por un solo exén y el dominio rico en
cisteina del receptor del secuestrante por tres exones. El
dominio de proteasa por el extremo C-terminal estd
codificado por los exones 19 a 22, donde el ex&én 19 codifica
la secuencia que incluye el sitio de activacién proteolitica
y el residuo histidina catalitico. Los exones 20 y 22
codifican las secuencias que incluyen los otros dos residuos

catalitico, &cido aspértico y serina, respectivamente.

Clonacién de la regién de control de la expresién de corina

Para clonar los genes de corina humanc y de murino y
sus regiones flanqueadoras 57, Be sintetizaron
oligonucleétidosa especificos correspondientes a las
secuencias de ADNc de corina publicados para estos genes
(Yan et. al. (1999) J. Biol. Chem. 274: 14926-14935). Estos
cebadores de oligonucleétidos fueron evaluados amplificando
productos especificos en reacciones basados en PCR usando
ADN genSmico humanc o murino. Los pares de cebadores que
amplificaron exitosamente los productos especificos por la
PCR se usaron luego en un examen basado en PCR para
identificar clones BAC que contenian el gen de corina humano

o murino y/o sus correspondientes regiones flanqueadoras 5‘.
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Losa clonea BAC positivos identificados fueron secuenciados
directamente mediante una estrategia shotgun o subclonados
en el puCllie (PanVera/Takara, Madison, WI) para 1la
secuenciacién. El ensamblaje de las Becuencias con shotgun
Be efectub usando el paquete Staden (Bonfield et al. (1995)
Nuclelc Acids Rea. 23: 4992-4999).

Se obtuvieron cuatro clones BAC, dos contienen genes de
corina humanos y dos contienen genes de corina de murinos,
en un procedimiento basado en PCR. Se secuenciaron tres de
los clones BAC wusando una estrategia shotgun y estas
secuencias, en combinacién con la informacién en el archivo

.de seguimiento dieponible en (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov:

B0/Traces/trace.cgi, bhttp: //trace.ensembl.org), que se

usaron para ensamblar una secuencia contiqua de 340 kb que
contiene al gen de corina humano, y para determinar las
secuencias de 5 contige para el gen de corina de murinos.
Para dicho gen de corina murino, se confirm$ el orden de los
5 contigs por la existencia de varios pares de lectura
apareados en los respectivos contiga vecinos. La distancia
de los mismos permitié determinar que el tamafio del hueco o
de la falta de coincidencia era menor que 500 bp, porque el
tamaflo del inserto de las bibliotecas shotgun disponibles al
piblico estaba bien definido. Luego Be analizaron las
estructuras de los genes de corina humanos y de murinos. Sin

embargo, la secuencia genémica humana de 340 kb no contenia
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la regién flanqueadora 5. Se aisl6é un fragmento Hind III-
EcoR I adicional de 4165 bp del BAC 26540, que inclufa los
primeros 3919 bp de la regién flanqueadora 5', todos del
ex6n 1 y parte del intrém 1 (enviado al banco de datos
GenBank™/EBI con el ndmero de acceso AF521006) .

Los polinucleStidos de la regin de control de 1la
expresién de corina descritos en la presente derivaban todos
del fragmento Hind III-EcoR I de 4165 bp (véase la figura 8,
SEQ ID N°: 2) aislado del BAC26540. Estos polinucleétidos de
la regién de control de la expresién se obtuvieron con un
método basado en PCR © con digestién con enzimas de
reetriccién o una combinacién de ambos. Los polinuclebdtidos
de la regifn de control de la expresién de la corina de 4023
bp (SEQ ID N°: 6) se amplificaron a partir del fragmento
Hind III-EcoR I de 4165 bp o del ADN genémico humano usando
los cebadores Fl1 (5’-AAGCTTCATGAGGGCAGGAG-3’) (SEQ ID N°: 7)
Yy Rl (5'-GAGCTCGCTTATTCTTCTGTCCACTT-3’) (SEQ ID N°: 8). De
manera similar, se amplificaron 1los pelinucle6tidos 1la
regién de control de la expresién de la corina de 1283 bp
(SEQ ID N°*: 5) usando los cebadores F2 (5'-
AAGCTTATAAAAATAATAGCTTCTTC-3’) (SEQ ID N°: 9) y Rl y los
polinucleétidos de la regitn de control de la expreasién de
la corina de 391 bp (SEQ ID N°: 4) Be amplificaron usando
los cebadorea F3 (5’-AAGCTTAGTAACTCTTTTGCTCCCAA-3‘') (SEQ ID

N°: 10) y R1.

28
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Cualquier tejido de mamifero, tal como leucocitos, de
los cuales es posible extraer ficilmente el ADN, constituye
una fuente adecuada de ADN genSmico para el aislamiento de
los polinucleftidoe de la regidén de control de la expresién
de la corina de mamifero.

PolinucleStidos funciocnales de la regiSn de control de la

expresién de corina

Los pelinucleStidos de la regién de control de 1la
expresién de corina descritos previamente fueron evaluados
por Bu actividad de transcripcién especifica del corazén
ligando operativamente los polinucleStidos de una regién de
control de 1la expresién dada a un gen informante,
transfectando 1la construccién en miocitos cardfacos y
evaluando luego la capacidad de la Bsecuencia de
polinuclebétidos de dicha regién de control de la expresién
particular para dirigir una transcripcién especifica del
corazén del gen informante. Los informantes de genes
codifican tipicamente proteinas que tienen una actividad
enzimitica f&cilmente evaluable, que no esti presente

naturalmente en la célula huésped. Las proteinas informantes

tipicas para los promotores eucariotas incluyen
cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), luciérnaga o
luciferasa de Renilla, beta-galactoasidasa, beta-

glucuronidasa, fosfatasa alcalina y proteina fluorescente
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verde (GFP). El gen informante preferido es la luciferasa de
luciérnaga.

El sistema para evaluar la actividad de la regibén de
control de la expresién de corina puede ser una transfeccién
transitoria o estable en lineas celulares cultivadas. Los
vectores de ensayo que contienen los polinucleétidos de 1la
regién de control de 1la expresifn de corina ligados
operativamente a los genes informantes pueden ser
transfectados en cualquier linea celular de mamifero para
evaluar la actividad del promotor; por informacién sobre los
métodos de cultivoe celular, tranasfeccién y evaluacién de
genes informantes véase Ausubel et al. (2000), supra;
Transfection Guide, Promega Corporation, Madison, WI (1998).
Los polinucleétidos de la regiénm de control de la expresién
de la corina pueden Ber evaluados por Bu actividad de
tranacripcién especifica del corazén por tranasfecciém de los
vectores de ensayo en paralelo en lineas celulares derivadas
Yy no derivadas del corazén. Tipicamente, un vector control
que comprende un segundo gen informante dirigido por un
promotor conocido, por ejemplo, la luciferasa de Renilla
dirigida por el promotor temprano/potenciador SV40 (pRL-
V40, Promega, Madison, WI) es co-transfectado junto con
dicho vector de ensayo para controlar las variaciones en
cuanto a eficacia de transfeccifn o traduccién del gen

informante entre las distintas lineas celulares.

D0
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Como alternativa, la transcripci6m dirigida por los
polinucleétidos de la regifn de control de la expresidén de
corina también puede ser detectada por medicidén directa de
la cantidad de ARN transcrita de dicho gen informante. En
estas realizaciones, el gen informante puede ser cualquier
dcido nucleico que 8sBe pueda transcribir de secuencia
conocida que no Bea expresado de otra manera por la célula
huésped. E1 ARN expresado a partir de las construcciones con
los polinucleftidos de la regién de control de la expresién
de corina puede ser analizado mediante técnicas conocidas en
el arte, por ejemplo, transcripcién inversa y amplificacitn
del ARNm, aislamiento de ARN total o ARN poli A*,
transferencia Northern, transferencia puntual, hibridacién
in situ, proteccién con RNasa, extensién con cebadores,
tecnologia de ordenamiento de polinuclebtidos de gran
densidad y semejantes.

La capacidad de la secuencia de polinucleétidos de la
regién de control de la expresién de corina para activar la
tranascripcién se evalia tipicamente con relacién a una
construccifn de control. En una realizacién, se evalia la
capacidad de los polinucleétidos de la regién de control de
la expreeién de corina para activar la transcripcién por
comparacién de la expresifn de un gen informante ligado a
dichos polinucleétidos de la regién de control de 1la

expresién de corina con la expresién de un gen informante
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idéntico no ligado a dicha secuencia. Por consiguiente, en
una realizacién preferida, se compara 1la expresidén de
luciferasa entre pRL-SV40 y pRL-5V40, donde la secuencia de
polinucleétidos de la regién de control de la expresién de
corina fue insertada 5’ con respecto al gen de luciferasa
{véase el Ejemplo 2, Figura 4). En otras realizaciones, Be
puede comparar la actividad de los polinucleStidos de la
regién de control de la expresién de corina con la de un
promotor conocido. Por consiguiente, se compara la actividad
de un gen informante dirigido por los polinucleétidos de la
regién de control de la expresién de corina con la actividad
de un gen informante dirigide por un promotor ya
caracterizado (por ejemplo, el promotor/potenciador SV40 en
pGL3-Control, Promega, Madison, WI).

La especificidad del corazén de 1la tranacripcitn
dirigida por la regiém de control de la expresién de corina
se puede evaluar comparandoe la transcripcién de un gen
informante en células que derivan y que no derivan de tejido
cardiaco. Las 1liIneas celulares derivadas del corazén
adecuadas para evaluar 1la transcripcién eapecifica del
corazén son AT-1 (Claycomb et al. (1998) Proc. Natl. Acad.
Scl. 95: 2979-2984), HL-1 (Lanson et al. (1992) Circulation
B5: 1835-1841) y HL-5 (Wu et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:
16900-16905). Una 1linea celular preferida es 1la 1linea

celular HL-5. Se puede emplear cualquier linea celular de
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mamifero ficilmente transfectable para evaluar la actividad
de la regién de control de la expresién de corina en células
no cardiacas (por ejemplo, células Hela, ATCC N°® CCL2). En
el Ejemplo 3 (Fig. 5), se demuestra la actividad especifica
del corazén de los polinucleétidos de la regitn de control
de la expresion de corina tanto humanos (hCp40SLUC} como de
ratén (mCp642LUC) mediante comparacién de la expresién de
luciferasa de luciérnaga a partir de vectores con y s8ain
estos fragmentos de la regidén de control de la expresién en
lineas celulares HL-5 y Hela. Para cada ensayo, se normaliza
la actividad de la regién de control de la expresién de la
corina con la actividad del promotor SV40 co-transfectado
(es decir, pGL3-Contreol}) con el fin de controlar 1la
variabilidad entre las lineas celulares.

Una vez demostrada la actividad de transcripcién
especifica del corazén de los polinuclebtidos de la regién
de control de la expresién de corina, se pueden efectuar y
evaluar supresiones, mutaciones, reordenamientos y otras
modificaciones de secuencia por su tranacripcidn especifica
del corazbn en los ensaycs de la invencién. Dichos derivados
de los polinuclebStidoe de la regi6n de control de 1la
expresién de corina son de utilidad para generar promotores
mids compactos, para disminuir la expresién basal en células
no cardlacas, para eliminar secuencias represoras o para

identificar nuevas proteinas reguladoras de la transcripcién
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especificas del corazén. Se pueden comparar las secuencias
de la regién de control de la expresién de corina de seres
humanos y roedores para identificar elementos reguladores de
la transcripcifn conservados, incluyendo aquellos gque
confieren una expresibén especifica del corazén.

Se pueden construir subfragmentos y derivados de la
regién de control de la expresién de corina utilizando los
métodoa de ADN recombinante convencionales conocidos en el
arte. Uno de dichos métodos consiste en generar una serie de
derivados de supresién dentro de la secuencia de la regién
de control de la expresiSn de corina (Ejemplo 2). La
comparacién de la actividad de transcripcién de una serie de
supresifn, permite localizar los elementos que contribuyen o
que disminuyen una transcripcién especifica del corazén.
Sobre la base de dichos andlisis, es posible disefiar
derivados de los polinuclebétidos de la regién de control de
la expresiénm de corina. Por ejemplo, se pueden comparar
elementos de la regién de control de la expresién de corina
con elementos regquladores especificos del corazén o ubicuos
de promotores heterélogos para incrementar la eapecificidad
cardiaca o la actividad de los polinucleétidos de la regién
de control de la expresidn de la corina.

Vectores y células huésped
La presente invenciSn tambilén se relaciona con vectores

que incluyen los polinucleStidos de la presente invencién,
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con células huésped que son manipuladas genéticamente con
los vectores de la invenciénm y con la produccién de los
polipéptidos de la invencién mediante técnicas
recombinantes. Dichas técnicas se describen en Sambrook et
al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Press, Plainview, N.Y., 1989 y Ausubel, F.M. et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
Nueva York, N.Y., 1989.

Las células huésped pueden ser manipuladas
genéticamente para incorporar polinucleétidos que contienen
a la regién de control de la expresién de corina de 1la
presente invencién, asf como 1los polinucleétidos que
contienen la regiém de control de la expresién de corina
ligados operativamente a los genes que codifican corina u
otros polipéptidos, con el fin de permitir la expresién del
producto codificado por los polinucleStidos ligados, por
ejemplo corina. Los polinucle6tidos pueden ser introducidos
en células huésped usando técnicas bien conocidas de
infeccién, transduccién, tranafeccién, transveccién vy
traneformacién. Los polinucleétidos se pueden introducir
8olos o con otros polinucleétidoa. Dichos otros
polinucleStidos se pueden independientemente, se pueden co-
introducir o se pueden introducir unidos a los
polinuclebétidos de la invencién.

Por consiquiente, por ejemplo, los polinuclebdtidos de
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la invencién pueden ser transfectados en células huésped
junto con otroc polinucleStido separado gque codifica un
marcador seleccicnable, usando técnicas estindar de co-
transfeccién y 8seleccién, por ejemplo, en células de
mamifero. En este caso, los polinuclebtidos Be incorporarin
en general de forma estable en el genoma de la célula
huésped.

Como alternmativa, los polinucleftidos se pueden unir a
un vector que contiene un marcador seleccionable para su
propagacién en un huésped. La construccién del vector se
puede introducir en las células huésped utilizando las
técnicas ya mencionadas. En general, se introduce un vector
de pldsmido como ADN en la forma de un precipitado, tal como
un precipitado de fosfato de calcio, o en un complejo con un
lipido cargado. También se puede usar electroporacién para
introducir polinucleétidos en un huésped. Si el vector es un
virus, puede ser empaquetado in vitro o se puede introducir
en una célula empaquetadora y el virus empaquetado puede ser
transducido en las células. Hay una amplia variedad de
técnicas adecuadas para obtener polinucleétidos y para
introducir polinucleftidos en células de acuerdo con este
aspecto de la invencién que son bien conocidas y de rutina
para los especialistae en el arte. Dichas técnicas se
revisan extensamente en Sambrook et al., citado previamente,

que s8son ilustrativas de los numerosos manuales de
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laboratorio que describen detalladamente estas té&cnicas. De
acuerdo con este aspecto de la invencién, el vector puede
ser, por ejemplo, un vector plasmido, un vector de fago de
cadena simple o doble, un vector viral de ARN o ADN de
cadena simple o doble. Dichos vectores se pueden introducir
en las células como polinuclebdtidos, preferentemente ADN,
mediante técnicas bien conocidas para introducir ADN y ARN
en cé€lulas. Los vectores, en el caso de vectores de fagos y
virales, también y preferentemente se pueden introducir en
las células comoc virus empaquetados o encapsulados mediante
técnicas bien conocidas de infeccién y transduccién. Los
vectores virales pueden ser competentes para la replicacién
0 defectuosos para la replicaci6n. En este {dltimo caso, la
propagacifn viral generalmente tendri lugar solamente en

células huésped complementarias.

Los vectores preferidos, en determinados sentidos, son

los que permiten la expresién de los polinuclebtidos y
polipéptidos de la presente invencién. En general, dichos
vectores comprenden regiones de control que actian en cis
eficaces para la expresién en un huésped ligados
operativamente al polinucleétido a expresar. Los factores
apropiados que actlan en trans son suministrados por el
huésped, eon suministrados por un vector complementario o
son suministrados por el propio vector con la introduccién

en el huésped.
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Los polinuclebdtidos de la regién de control de 1la
expresién de corina de la invenci6n se pueden insertar en el
vector mediante cualquiera de las numercsas técnicas bien
conocidas y de rutina. En general, la secuencia de ADN a
expresar sSe une a un vector de expresién clivando la
secuencia de ADN y el vector de expresi6fn con una o més
endonucleasas de restriccién y posterior unién de los
fragmentos de restriccién usando la T4 ADN ligasa. Los
procedimientos de restriccién y ligacién que se pueden usar
para tal fin eon bien conocidos y de rutina para los
especialistas. Los procedimientos adecuados en este sentido,
y para construir wvectores de expresién usando técnicas
alternativas, que también son bien conocidos y de rutina
para los especialistas, se describen con gran detalle
Sambrook et al., citado precedentemente.

Usos de la regidn de control de la expresién de corina

Los polinuclebtidos de la regiémn de control de la
expresién de corina de la presente invencién son de utilidad
para expresar especificamente moléculas terapéuticas en
cé€lulas derivadas del corazén. La expresldén especifica del
coraz6n de laes moléculas terapéuticas se puede utilizar, por
ejemplo, para tratar insuficiencia cardiaca congestiva,
hipertensién e hipertrofia cardiaca. Por lo tanto, se pueden
construir vectores que comprenden polinucle6tidos

terapéuticos ligados operativamente a los polinucleétidoa de
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la regi6n de control de la expresién de corina de 1la
presente invencién y administrarlos a los pacientes para el
tratamiento de enfermedades cardiacas y para desarrollar
sustancias terapéuticas nuevas y mejoradas.

Se puede ligar operativamente cualquier polinucleétido
terapéutico a los polinucleétidos de la regién de control de
la expresién de corina, incluyendo a modo de ejemplo, el
polinuclebtido que codifica corina. Tipicamente, dichos
polinucledStidos de la regifn de control de la expresién de
corina se incluyen en un casete de expresifn y se inserta 5’
con respecto al polinucleftido terapéutico a expresar. Los
polinucleétidos de la regién de control de la expresién de
corina se pueden ubicar inmediatamente proximales para el
polinucleétido terapéutico, aunque los elementos
potenciadores del polinucledtido de la regién de control de
la expresitn de corina se puede ubicar en cualquier lado
comprendido dentro de varios kilobases con respecto al
polinucleétido terapéutico, incluyendo el extremo 3° del
polinucleftido terapéutico y dentro de los intrones. La
capacidad del polinucle6tido de la regién de control de la
expresién de corina para conferir wuna transcripcién
especifica del corazén a partir de una posicién dada puede
ger verificada ubicando al polinucleétido de la regifn de
control de la expresién de corina en una configuracién

apropiada con relacién a un gen informante y analizando la
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actividad especifica del corazén del gen informante como se
describe en la presente.

El polinucleStido de la regién de contrcl de la
expresién de corina 8e puede 1ligar directamente al
polinucleétido que codifica una molécula terapéutica sin
secuencias adicionales. En las realizaciones donde el
polinucleétido de la regién de control de la expresién de
corina no incluye los elementos de inicio de 1la
transcripcién de corina, se deben suministrar elementos
adicionales, tal como una caja TATA y sitios de inicio de la
transcripcién. Estos pueden ser los elementos de inicio de
la tramnscripcién nativos del gen terapéutico o pueden
derivar de un promotor heterdlogo eucariota o viral. Ademis,
es posible incrementar el nivel de expreaién del gen
terapéutico incluyendo secuencias potenciadoras y de
poliadenilacién del gen terapé&utico o de genes heterdlogos,
en tanto se conserve la especificidad de la expresién para
el corazén (medida en los ensayos de la invencién). |

Los vectores para transfectar células derivadas del
corazén In vitro e in vivo, los métodos para asegurar una
expresién sostenida en células derivadas del corazén in
vivo, los métodos para ligar operativamente los
polinuclebétidos terapéuticos a promotores especificos del
corazén y los métodos para dirigir a los vectores hacia las

células cardiacas in vitro o in vivo, las rutas de
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administracién y las dosificacliones para el tratamiento de
enfermedades cardiacas con vectores terapéuticos se pueden
consultar en Tang et al. (2002) Methods 28: 259-266;
Phillipa et al. (2002) Hypertension 39: 651-655; Prentice et
al. (1997) Cardiovas. Res. 35: 567-574; Beggah AT et al.
(2002) PNAS 99: 7160-7165; Monte eé al. (2003) J. Physiol.
546: 49-61.

Por lo tanto, los polinuclebStidos de la regién de
control de la expresitn de corina de la presente invencién
se pueden utilizar para una expresién especifica del corazén
de diversos polinucledtidos terapéuticos. Los
peolinucledtidos terapéuticos expresados por los
polinucleb6tidos de la regién de control de la expresién de
corina son activos por 81 mismos (por ejemplo,
polinucle6tidos antisentido y cataliticos) 0 pueden
codificar una proteina que tendri beneficios terapé&uticos.

resisén de ribonucleStidos antisentido cataliticos.

Uno de los tipos de polinucleftidoe terapéuticos que
puede ser expresado por los polinucleétidos de la regi6n de
control de la expresién de corina es ARN antisentido o ARNi
(Fire, A. (1999) Trends. Genet. 15: 358-363; Sharp, P.
(2001) Genes Dev. 15: 485-490). En dichas realizaciones, el
polinucleStido de la regién de control de la expresién de
corina estd ligado operativamente a un polinucle&tido que,

cuando es transcripto por las ARN polimerasas celulares,
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tiene la capacidad de unirse a un ARNm blanco. La derivacién
de una secuencla antisentido, basada en una secuencia de
ADNe que codifica una proteina blanco se describe, por
ejemplo, en Stein & Cohen (1988) Cancer Res. 4B: 2659-68 y
van der Xrol et al. (1988) BioTechniques 6: 958-76. la
proteina blanco serfn generalmente una proteina cuya
presencia po.dria contribuilr o incrementar las probabilidades
de enfermedades cardiacas, por ejemplo la enzima
convertidora de angiotensina, el receptor de anglotenasina II
o0 NF-ATC (Stein et al. (1998} Amer. Heart J. 135: 914-923;
Levin et al. (1998) New Eng. J. Med. 339: 321-328; Keating y
Goa (2003) Drugs 63: 47-70). Por consiguiente, la expresién
especifica del corazém de la molécula antisentido puede
reducir preferencialmente la expresiénm de estas proteinas en
loe individuos de riesgo. Se ha descrito el uso exitoso de
una expresidén antisentido especifica del corazén (Beggah AT
et al. (2002) PNAS 99: 7160-7165). Dicho enfoque ha
demostrado su eficacia en el tratamiento de fibrosis
cardiaca e insuficiencia cardfiaca usando una expresién
especifica del corazén (Lee et al. (1966) Anticancer Res.
16: 1805-11).

Ademis de los polinucle6tidos antisentido, se pueden
diseflar ribozimas para inhibir la expresién de moléculas
blanco. Una ribozima es wuna molécula de ARN que cliva

cataliticamente otras moléculas de ARN. Por lo tanto, los
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polinucledtidos de la regién de contrel de la expresién de
corina de la presente invencién se pueden usar para expresar
ribozimas especificamente en células derivadas del corazén
ligando un polinucleétido que codifica una ribozima a un
polinucleétido de la regiénm de control de la expresién de
corina. Se han descrito diferentes tipos de ribozimas,
incluyendo ribozimas del grupo I, ribozimas de cabeza de
martillo, ribozimas en horquilla, RNasa P y ribozimas de
cabeza de hacha (v€éase, por ejemplo, Castanotto et al.
(1954) Adv. in Pharmacology 25: 289-317 por una revisién
general de las propiedades de las diferentes ribozimas). Las
caracteristicas generales de las ribozimas en horquilla se
describen, por ejemplo, en Hampel et al. (1990) Nucl. Acids
Res. 18: 299-304; Hampel et al., Publicacién de Patente
Europea N°: O 360 257 (1990); Patente de EE.UU. N°:
5.254.678. Loe métodos para preparar ribozimas son bien
conocidos por los especlalistas en el arte (véase, por
ejemplo, Wong-Staal et al., WO 94/26877; Ojwang et al. (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90: 6340-44; Yamada et al.
{(1994) Hum. Gene Ther. 1: 39-45; Leavitt et al. (1995) Proc.
Natl. Acad. Sci. BE.UU. 92: 699-703; Leavitt et al. (1994)
Hum. Gene Ther. 5: 1115-20; y Yamada et al. (1994) Virology

205: 121-26).

Expresién de proteinas terapéuticas:
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Se puede wutilizar una amplia variedad de proteinas
terapéuticas en el tratamiento de enfermedades cardiacas.
Por lo tanto, el polinuclebétido de la regién de control de
la expresién de corina de la presente invencién se puede
usar para expresar polinucleftidos que codifican proteinas
terapéuticas especificamente en células cardiacas. Las
proteinas terapéuticas pueden ser de origen procariota,
eucariota, wviral o Bsintético. Cuando 1la proteina
terapfutica no es originaria de mamiferos, la secuencia de
codificacién de la proteina puede ser modificada para
maximizar la expresién en mamiferos de acuerdo con métodos
conocidos en el arte (por ejemplo, utilizacién de codones de
mamifero y sitios consenso de inicio de la traduccién).

Las proteinas terapéuticas se pueden ligar
operativamente a los polinucleéStidos de la regién de control
de la expresién de corina para permitir una expresién
egpecifica en el corazén y emplear con éxito en el
tratamiento de enfermedades cardiacas de cualquier
etioclogia, incluyendo (a modo de ejemplo) enfermedad
cardiaca isquémica, enfermedad cardfaca hipertensiva,
enfermedad cardfaca valvular, miocarditis, cardiomiopatia de
Chagas y cardiomiopatia idiopdtica. Dichas proteinas
terapéuticas incluyen, a modo de ejemplo, proteinas tales
como la corina, que convierte al pro-péptido natriurético

atrial (pro-ANP) en ANP, ANP, que disminuye el volumen y la
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preasién sanguinea promoviendo la secreci6n de sodioc y la
vasodilatacién, y el péptido natriurético de tipo B, (Stein
et al. (1998) Amer. Heart J. 135: 914-923; Levin et al.
{(1598) New Eng. J. Med. 339: 321-328; Keating y Goa (2003)
Drugg 63: 47-70), asi como formas dominantes negativae de
dichos genes, como corina (Wu et al. (2002) J. Biol. Chem.
277: 16900-16905).

Identificacién de moduladores de la expresifn de corina

Los polinuclebStidos de la regitn de control de 1la
expresién de corina de la presente invencién se pueden
utilizar para identificar nuevos moduladores que serdn de
utilidad en el control de enfermedades relacionadas con el
corazén en mamiferos, en especial en el hombre, ejemplos de
los cuales son: hipertensién cardiovascular, insuficiencia
cardiaca congestiva o cardiomiopatias. Dichos moduladores
son de utilidad en el tratamiento de un huésped con niveles
anormales de expresién del gen de corina. Los moduladores
del gen de corina también se pueden usar para tratar
enfermedades y afecciones que son modificadas por el nivel
de expresibén del gen de corina, tal como, a modo de ejemplo,
elasticidad mecénica, volumen sanguineo, excrecién de sales,
produccién urinaria y tono vasomotor. Los moduladores
también sBon de utilidad para imitar en animales aquellas
enfermedades o afecciones del hombre que se relacionan con

el nivel de expresién de los polipéptidos seleccionados.
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Especificamente, los agentes que s8e unen y modulan
dicha expresién se pueden identificar por su capacidad para
causar un cambio en el nivel de transecripcién de un gen
informante, por ejemplc de luciferasa, que ha gsildo ligado
operativamente a un polinuclebétido de la regién de control
de la expresién de corina, descrito precedentemente. (Véame
el Ejemplo 2).

Los agentes evaluados en el método anterior se pueden
seleccionar aleatoriamente o racionalmente o pueden Bser
disefladoe. Tal como se utiliza aqui, se dice que un agente
es peleccionado aleatoriamente cuando dicho agente se elige
al azar sin tener en cuenta ninguna secuencia especifica. Un
ejemplo de agentes seleccionados aleatoriamente es el uso de
una biblioteca quimica o un caldo de cultivo de un organismo
o extracto de plantas (Bunin, et al. (1992) J. Am. Chem.
Soc. 114: 10997-10998 y las referencias citadas en 1la
misma) .

Tal como se utiliza aqui, se dice que un agente es
seleccionado racionalmente o disefiado cuando dicho agente se
elige sobre una base no aleatoria que tiene en cuenta la
secuencia del gitio de interés y/o su conformacién con
relacién a la accién del agente.

Terapia genética
La presente invencién provee polinuclebStidos de 1la

regién de control de la expresidén de corina que pueden ser
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tranafectados en las cé&lulas con fines terapfuticos in vitro
e in vivo. Estos &cidos nucleicos se pueden insertar en
cualquiera de numerosos vectores bien conocidos para 1la
transfeccién de células y organismos blanco como se
describird mis adelante. Los &cidos nucleicos son
tranefectados en células, ex vivo o in vivo, a través de la
interaccién del vector y la célula blanco. Tipicamente, el
ligamiento operativo de un polinuclebétido de la regién de
control de la expresién de corina y un segundo
pelinucleétido, de utilidad terapéutica, genera una
expreaién especifica del <corazénmn de dicho Bsegundo
polinuclet6tido. Las composiciones son administradas a un
paciente en una cantidad suficiente como para generar una
respuesta terapéutica en dicho paciente. La cantidad
adecuada para lograrlc se define como la “dosis o cantidad
eficaz en términos terapéuticos”.

Dichos procedimientos de terapia genética se han
utilizado para corregir defectos genéticos, distintos tipos
de céncer e Infecciones virales adquiridos y heredados en
diversos contextos. La capacidad para expresar- genes
artificiales de utilidad terapéutica en humanos facilita la
prevencién y/o curacién de muchas enfermedades importantes
en el hombre, incluyendo muchas enfermedades que no se
pueden tratar con otras terapias (por una revisién sobre

procedimientos de terapla genética, véase Anderson (1992)
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Science 256: 808-13; Nabel & Felgner, TIBTECH (1993), Vol.
11, pégs. 211-17; Mitanl & Caskey, TIBTECH (1993), Vol. 11,
pags. 162-66; Mulligan, Science (1993), Vol. 260, pags. 926-
32; Dillon, TIBTECH (1993), Vol. 11, p&gs. 167-75; Miller,
Nature {1992}, Vol. 357, pdgs. 455-60; Van Brunt,
Biotechnology (1998), Vol. 6, p&gs. 1149-54; Vigne,
Restorative Neurol. Neurosci. (1995), Vol. B8, p&ags. 35-36;
Kremer & Perricaudet, British Medical Bulletin (1995), Vol.
51, pégs. 231-44; Haddada et al., en Current Topics in
Microbioclogy and Immunology (Doerfler & BShm eds., 1995); y
Yu et al., Gene Therapy (1994), Vol. 1, p&gs. 13-26).

La distribucién del gen o del material genético en la
célula es el primer paso en el tratamiento de enfermedades
basado en una terapia genética. Hay numerosos métodos de
distribucién que son bien conocidos por los especialistas en
el arte. Preferentemente, los &cidos nucleicos gon
administrados para su aplicacién en terapias genéticas in
vivo o ex vivo. Los sistemas de distribucién de vectores no
virales incluyen pldsmidos de ADN, &cido nucleico desnudo y
dcidos nucleicos que forman complejos con wun vehfculo
transportador, tal como un liposcma. Los sistemas de
distribucién de vectores virales incluyen virus a ADN y ARN,
con genomas episfmicos o© integrados luego de Bsu

administracién a la cé&lula.
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Los métodor de distribucién no viral de &cidos
nucleicos incluyen lipofeccién, microinyeccién, biolistica,
virosomas, liposomas, inmunoliposomas, policationes o
lipidos: conjugados de A&cidos nucleicos, ADN desnudo,
viriones artificiales y captacién de ADN mejorada por
agentes. La lipofeccién se describe, por ejemplo, en las
Patentes de EE.UU. N*: 5.049.386, 4.946.787; y 4.897.355, vy
los reactivos de lipofeccién se pueden obtener
comercialmente (por ejemplo, Transfectam™ y Lipofectin™).
Los lipidos catifénicos y neutros que son adecuados para una
lipofeccién eficaz con reconocimiento de receptores de
polinucleétidos incluyen los de Felgner, WO 91/17424 y WO
91/16024. La dietribucién puede ser en células
{(administracién ex vivo) o en tejidos blanco (administracién
in vivo).

La preparacién de 1los complejos de 1lipido:&cido
nucleico, incluyendo 1los liposomas dirigidos tal como
complejos de inmunolipidos, es bien conocida para el
especlalista en el arte (véase, por ejemplo, Crystal,
Science (1995), Vol. 270, péags. 404-10; Blaese et al.,
Cancer Gene Ther. (1995), Vol. 2, pags. 291-97; Behr et al.,
Bioconjugate Chem. (1994), Vol. 5, p&gs. 382-89; Remy et
al., Bioconjugate Chem. (1994), Vol. 5, pdgs. 647-54; Gao et
al., Gene Therapy (1995), Vol. 2, pége. 710-22; Ahmad et

al., Cancer Res. (1992), Vol. 52, pégs. 4817-20; Patentes de
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EE.UU. N°: 4.186.183, 4.217.344, 4.235.871, 4.261.975,
4.485.054, 4.501.728B, 4.774.085, 4.837.028 y 4.946.787) .

El uso de gistemas basados en ARN o ADN viral para la
distribucién de &cidos nucleicos aprovecha los procesos
avanzados de dirigir un virus a células especificas en el
cuerpo y transferir la carga viral al nficleo. Los vectores
virales pueden ser administrados directamente a los
pacientes (in vivo) o se pueden utilizar para el tratamiento
de células in vitro y la posterior administracifn de 1las
células modificadas a los pacientes (ex vivo). Los spistemas
basados en virus convencionales para distribuir &cidos
nucleicos pueden incluir los siguientes vectores:
retrovirales, lentivirus, adenovirales, adenoasociados Yy
Herpes simplex para la transferencia de genes. Los vectores
virales constituyen actualmente el método mé&s eficaz y
versitil de transferencia de genes en células y tejidos de
interés. La integracién en el genoma huésped se puede lograr
con los métodos de transferencia de genes con retrovirus,
lentivirus y adencasociados, que a menudo da como resultado
una expresién a largo plazo del transgen insertado. Ademés,
se han observado eficacias de transducci6n altas en muchos
tipos celulares y tejidos blanco diferentes. En particular,
actualmente existen al menos sels enfoques con vectores
virales para la transferencia de genes en estudios c¢linicos,

siendo por mucho los vectores retrovirales el sistema de uso

/20



§/

mds frecuente. Todos estos vectores virales utilizan
enfoques que comprenden complementacién de vectores
defectuosos por genes insertados en lineas celulares
auxiliares para generar el agente de tranasduccién.

El tropismo de un retrovirus puede ser alterado con la
incorporacién de proteinas de envoltura extraflas, que
expanden asi 1la poblacién blanco potencial de células
blanco. Los vectores lentivirales ason vectores retroviralea
capaces de transducir o infectar células gue no estén en
divieién y tipicamente producen titulos virales altos. La
seleccién del sistema de transferencia de genes retrovirales
dependerid entonces del tejido blanco. Los vectores
retrovirales estdn compuestos de repeticiones terminales
largas que actlGan en cis con capacidad para empaquetar hasta
6-10 kbp de secuencia extrafia. Las LTR minimas que actian en
cis son suficientes para la replicacién y el empaquetamiento
de vectores, que luego se utilizan para integrar el gen
terapéutico en la célula blanco con el fin de proveer una
expresién permanente del transgen. Los vectores retrovirales
de mayor uso incluyen loa que se basan en el virus de
leucemia murino (MuLV), virus de leucemia de gibones (GaLV),
virus de inmunodeficiencia de simios (SIV), virus de
Inmunodeficiencia humana (HIV) y combinaciones de los migmos
(véase, por ejemplo, Buchscher et al., J. Virol. (1992),

Vol. 66, pégs. 2731-39; Johann et al., J. Virol. (1992),
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Vol. 66, pAgs. 1635-40; Sommerfelt et al., Virology (1990),
Vol. 176, pags. 58-59; Wilson et al., J. Virol. (1989), Vol.
63, pags. 2374-78; Miller et al., J. Virol. (1991), Vol. €5,
pags. 2220-24; PCT/US94/05700) .

Los vectores pLASN y MFG-S son ejemploe de vectores
retrovirales que sBe han utilizado en estudios clinicos
(Dunbar et al., Blood (1995), Vol. B85, pdgs. 3048-57; Kohn
et al., Nat. Med. (1995), Vol. 1, pé&gs. 1017-23; Malech et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. (1997), Vol. 94, péags.
12133-38). E1 vector PA317/pLASN fue el primer vector
terapéutico utilizado en un estudio de terapia genética
(Blaese et al., Science (1995), Vol. 270, plgs. 475-80). Se
han observado eficacias de transduccién del 50% o mis para
los vectores empaquetados MFG-S (Ellem et al., Immunol.
Immunother. (1997), Vol. 44, pagse.l10-20; Dranoff et al.,
Hum. Gene Ther. (1997), Vol. 1, p&gs. 111-23).

En aquellas aplicaciones donde 8e prefiere una
expresién traneitoria del &cido nucleico, se emplean
tipicamente sistemas basados en adenovirus. Los vectores
basados en adenovirus pueden ofrecen una eficacia de
transduccién muy alta en muchos tipos celulares y no
requieren de divisién celular. Con dichos vectores se han
obtenido titulos y niveles de expresién altos. Easte vector
se puede producir en grandes cantidades con un sistema

relativamente simple. También se usan vectorea de virus



o

adenocasociados (*AAV®) para transducir células con é&cidos
nucleicos de interés, por ejemplo, en la produccifén in vitro
de &cidos nucleicos y péptidoe y en los procedimientos de
terapia genética in vivo y ex vivo (véase, por ejemplo, West
et al., Virology (1987), Vol. 160, pdgs. 38-47; Patente de
EE.UU. N°: 4.797.368; WO 93/24641; Kotin, Hum. Gene Ther.
(1994), Vol. 5, pégs. 793-801; Muzyczka, J. Clin. Invest.
(1994), Vol. 94, pags. 1351). La conatruccién de vectores de
AAV recomblinantes se describe en numerosas publicaciones,
incluyendo la Patente de EE.UU. N*: 5.173.414; Tratschin et
al., Mol. Cell. Biol. (1985}, Vol. 5, pé&gs. 3251-60;
Tratschin et al., Mol. Cell. Biol. (1984), Vol. 4, pégs.
2072-81; Hermonat & Muzyczka, Proc. Natl. Acad. Sci. BE.UU.,
(1584), Vol. B1, pAgs. 6466-70; y Samulskl et al., J. Virol.
(1989), Vol. 63, pégs. 3822-28.

Los vectores recombinantes de virus adencasociados
(rAAV) constituyen un sistema de distribucién de genes
alternativo prometedor que se basa en el virus adencasociado
parvovirus de tipo 2 defectuoso y no patogénico. Todos los
vectores derivan de un plésmido que solamente retiene las
repeticiones terminales invertidas de AAV de 145 bp que
flanquéan al casete de @expresifn transgénico. Una
transferencia eficaz de genes y una distribucién estable del
transgen debido a su integracién en los genomas de la célula

traneducida son caracteristicas clave para este sistema de
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vectores (Wagner et al., Lancet (1998), Vol. 351, pégs.
1702-03; Kearns et al., Gene Ther. (1996), Vol. 9, péags.
748-55) .

Los vectores adenovirales recombinantes de replicacién
deficiente (Ad) se usan predominantemente en las terapias
genéticae de expresifn transitoria, porque se pueden
producir con titulos muy altos y porque infectan ripidamente
numerosoe tipos celulares diferentes. La mayoria de los
vectores de adenovirus son manipulados de modo tal gque un
transgen reemplaza a los genese Ad Ela, Elb y BE3; a
continuacién, el vector de replicacién defectuosa es
propagado en células 293 humanas que suministran la funcién
suprimida del gene en trans. Loa vectorea Ad pueden
transducir mdltiples tipose de tejidos in vivo, incluyendo
células diferenciadas, que no estén en divisién, tal como
los que se pueden encontrar los tejidos de higado, rifién y
el sistema muscular. Los vectores Ad convencionales tienen
una gran capacidad portadora. Un ejemplo del uso de un
vector Ad en un estudio clinico comprendia una terapia con
polinucleétidos para la inmunizacién antitumoral con
inyecciones intramusculares (Sterman et al., Hum. Gene Ther.
(1998), Vol. 9, p&gs.1083-92). Otros ejemplos del uso de
vectores de adenovirus para la transferencia de genes en
estudios clinicos incluyen Rosenecker et al., Infection

(1996), Vol. 241, pégs. 5-10; Welsh et al., Hum. Gene Ther.
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(1995), Vol. 2, pégms. 205-18; Alvarez et al., Hum. Gene
Ther. (1997), Vol. 5, pigs. 597-613; Topf et al., Gene Ther.
(1998}, Vol. S, pags. 507-13; Sterman et al., Hum. Gene
Ther. (1998), Vol. 9, pigs. 1083-89.

En muchas aplicaciones de terapia genética, resulta
deseable que el vector de dicha terapia genética sea
distribuido con un alto grado de especificidad en un tipo de
tejido particular. El viral vector es modificado tipicamente
para presentar especificidad por un tipo celular dado
mediante expresién de un ligando como una proteina de fusién
con una proteina de recubrimiento viral por la superficie
externa del virus. Se elige un ligando con afinidad por un
receptor de presencia conocida en el tipo celular de
interés. Por ejemplo, Han et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. (1995), Vol. 92, pags. 9747-51, informaron que el
virus de leucemia murino Moloney puede ser modificado para
expresar la heregulina humana fusionada a gp70, y el virus
recombinante infecta determinadas células de céncer de mama
humanas que expresan el receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano. Este principio se hace extensivo a otros
pares de virus que expresan una proteina de fusifn del
ligando y el receptor expresado en la célula blanco. Por
ejemplo, se pueden manipular fagoe filamentosos para que
expresen fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, Fab o Fv)

con una afinidad de unién especifica para préicticamente
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cualquier receptor celular de eleccién. Aunque la
descripcién anterior se aplica primariamente a vectores
virales, se pueden aplicar los mismos principios a vectores
no virales. Dichos vectores pueden ser manipuladoas para
contener secuencias de captacién especificas considerados
favorables para su captacién por células blanco especificas.
Composiciones farmacéuticss y sdministracién

La presente invencién también 8se relaciona con
composiciones farmacéuticas que pueden comprender la regién
de control de la expresibn de corina o un vector que
comprende la regién de control de la expresifn, en
combinacién con un vehiculo aceptable para usc farmacéutico.
En una realizacién de la presente invencién, el vehiculo
aceptable para uso farmacéutico es farmacéuticamente inerte.

Los vectores de terapia genética se pueden distribuir
in vivo mediante administraciénm a un paciente individual,
tipicamente por administracién sistémica (por ejemplo,
intravenosa, Iintraperitoneal, intramuscular, subdérmica o
infusi6én intracraneal) o por aplicacién tépica, como Bse
describird mis adelante. Como alternativa, 1loa vectores
pueden ser administrados a las células ex vivo, tal como a
células explantadas de un paciente individual (por ejemplo,
linfocitos, aspirados de médula &sea, biopsia de tejidos) o
células madre hematopoyéticas donantes universales, seguido

de reimplantacién de las células en el paciente,
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habitualmente después de B8Beleccionar las células que han
incorporado el vector.

La transfeccién de células ex vivo con fines de
diagn6etico, investigacién o para una terapia genética (por
ejemplo, a través de una re-infusién de las cé&lulas
transfectadas en el organismo huésped) es blen conocida por
los especialistas en el arte. En una realizacién preferida,
se aislan células del organismo, se transfectan con un &cido
nucleico (gen o ADNc) y se vuelve a infundir en el organismo
(por ejemplo, un paciente). Existen diversos tipos celulares
adecuados para 1la transfeccién ex vivo que son bien
conocidos por los especialistas en el arte (véase, por
ejemplo, Freshney et al., Culture of Animal Cells, A Manual
of Bagic Technique (3* ed., 1994)) y las referencias citadas
en la misma por una discusién sobre cémo aislar y cultivar
células de pacientes).

Los vectoree (por ejemplo, retrovirus, adenovirus,
liposomas, etc.) que contienen &cidos nucleicos terapéuticos
también pueden ser administrados directamente al organismo
para la transduccién de células in vivo. Como alternativa,
se puede administrar ADN desnudo. La administracién se puede
efectuar por cualquiera de las rutas usadas normalmente para
introducir una molécula en contacto intimo con cé€lulas de
tejidos o sangre. Los métodos de administracién adecuados de

dichos &cidos nucleicos se encuentran disponibles y son bien
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conocidos por los especialistas en el arte y, aunque Bse
puede emplear md&s de una ruta para administrar una
composicién particular, una determinada ruta a menudo puede
ofrecer una reaccién més inmediata y més eficaz que otra
ruta.

Los vehiculos aceptables para uso farmacéutico ase
determinan en parte por la composicién particular que seré
administrada (por ejemplo, &cido nucleico, proteina,
compuestos moduladores o células transducidas), asi como por
el método particular usado para administrar la composicién.
Por lo tanto, existe una amplia variedad de formulaciones
adecuadas de composiciones farmacéuticas para la presente
invencién (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 17° ed., 1589). La administracién se puede
efectuar de cualquier manera conveniente, por ejemplo, por
inyeccién, administracién oral, inhalacién o aplicacién
transdérmica.

Las formulaciones adecuadas para la administracién oral
pueden consistir de: (a) soluciones liquidas, tal como una
cantidad eficaz del &cido nucleico empaquetado suspendido en
diluyentes, tal como agua, salina o PEG 400; (b) cé&psulas,
sachéts o tabletas, cada una de las cuales contiene una
cantidad predeterminada del 1ingrediente activo, como
lfquidos, B6lidos, grénulos o gelatina; (¢} suspensiones en

un liquido apropiade; y (d) emulsiones adecuadas. Las formas
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en tableta pueden incluir uno o mis entre lactosa, sacarosa,
manitol, sorbitol, fosfatos de calcio, almidén de maiz,
almidén de papa, celulosa microcristalina, gelatina, diéxido
de Bilice coloidal, talco, estearato de magnesio, 4&cido
eptedrico y otros excipientes, colorantes, rellenos,
aglutinantes, diluyentes, agentes amortigquadores del pH,
agentes humectantes, conservantes, agentes saborizantes,
colorantes, agentes desintegradores Y vehiculos
farmacéuticamente compatibles. Las formas en grageas pueden
comprender al 1Iingrediente activo en un saborizante, por
ejemplo, sacaroea, asi como en pastillas que comprenden al
ingrediente activo en una base inerte, tal como gelatina y
glicerina o sacarcsa y emulsiones de acacia, geles vy
semejantes, que contienen, ademAs del ingrediente activo,
los vehiculos conocidos en el arte.

El compuesto de eleccién, ya sea g0lo o en combinacién
con otros componentes adecuados, se pueden conformar en
formulaciones de aerosol {(es decir, pueden ser
"*nebulizados”) con el fin de ser administrados por
inhalacién. L.as formulaciones en aerosol se pueden colocar
en un propelente presurizado aceptable, tal como
diclorodifluorometano, propano, nitrSgenoc y semejantes.

Las formulaciones adecuadas para una administracién
parenteral, tal como, por ejemplo, por las rutas

intraarticular {en las articulaciones), intravenosa,
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intramuscular, intradérmica, intraperitoneal y subcutdnea,
incluyen soluciones para inyeccién acuosas y no acuosas,
eatériles isoténicas, que pueden contener antioxidantes,
soluciones amortiguadoras, bacteriostatos y 8solutos gque
vuelven a la formulacién isoténica con respecto a la sangre
del receptor pretendido, y suspensiones acuosas y no acuosas
estériles que pueden incluir agentes de suspensién,
sclubilizadores, agentes espesantes, establlizadores vy
conservantes. En la préctica de esta invencién, las
composiciones 8e pueden administrar, por ejemplo, por
infusién intravenosa, por via oral, tépica, intraperitoneal,
intravesical o intratecal. La administracién parenteral e
intravenosa son los métodos preferidos de administracién.
Las formulaciones de las composiciones se pueden presentar
en contenedores sellados con dosis unitarias o dosis
midltiples, tal como ampollas y viales.

_Las soluciones y suspensiones para inyeccién se pueden
preparar a partir de polvos estériles, gré&nulos y tabletas
del tipo descrito previamente. Las células transducidas con
los &cidos nucleicos para una terapia ex vivo también se
pueden administrar por via intravenosa o parenteral segln se
describié previamente.

La dosis administrada a un paciente, en el contexto de
la presente invencidén, deberda ser suficiente como para

obtener una respuesta terapéutica beneficiosa en dicho
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paciente en el tiempo. La dosis seri determinada segn la
eficacia del vector particular empleado y la afeccién del
paciente, asi como el peso corporal o &rea de superficie del
paciente a tratar. El tamafio de la dosis también se
determinara segin la existencia, naturaleza y extensidn de
cualquier efecto secundario adverso que pudiera acompaiiar la
administracién de un vector particular o el tipo celular
transducido en un paciente particular.

Para determinar la cantidad eficaz de vector que sera
administrada, el especlalista evaluara los niveles
plasmiticos en circulacién del vector, la toxicidad del
vector, el progreso de la enfermedad y la produccién de
anticuerpos anti-vector. En general, la dosis equivalente de
dcido nucleico desnudo de un vector comprende entre
aproximadamente 1 pg y 100 pg para un paciente tipico de 70
kilogramoa, y las dosis de vectores que incluyen una
particula retroviral se calculan para obtener una cantidad
equivalente de 4cido nucleico terapéutico.

Para la administracién, los compuestos y las células
transducidas de la presente invencién pueden administrarse a
una dosis determinada por el valor de LD-50 del inhibidor,
vector o tipo celular transducido, y los efectos secundarios
del inhibidor, vector o tipo celular a diversas

concentraciones, aplicado a la masa y estado general de
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salud del paciente. La administracién se puede llevar a cabo
con dosis simples o dividildas.
Conjuntos de elementos

La presente invencién se relaciona ademis con envases y
conjuntos de elementos farmacéuticos que comprenden uno o
mis contenedores rellenos con uno o mis de los ingredientes
de las composiciones mencionadas de la invencién. Con dichos
contenedores se puede asoclar una nota en la forma de una
prescripcién de una entidad reguladora de la elaboracién,
uso o venta de productos farmacéuticos o bilolégicos,
reflejando la aprobacién por parte de dicha entidad de la
elaboracién, el uso © la venta del producto para su
administracién a serea humanos.

Ratones transgénicos

Los polinuclebtidos de la regién de control de la
expresién de corina de la presente invencién también se
pueden usar @para producir wun mamifero transgénico,
preferentemente un ratén. Dicho organiemo tramsgénico es de
utilidad, por ejemplo, para identificar y/o caracterizar
agentes que modulan la expresién y/o actividad de dicho
polinucleétido. Los animales transgénicos también son de
utilidad como modelcs de estados de enfermedad cardiaca.

La 1invencién descrita en 1la presente también se
relaciona con un animal transgénico no humano que comprende

en su genoma una © mis copias de los polinucle6tidos de la



s//'33'

invehcién. Los animales tranasgénicos de la invencién pueden
contener en sus genomas miltiples copias de los
polinucleétidos.

En una realizacién preferida, el animal transgénico
comprende en su genoma una regifn de control de la expresién
del gen de corina humano. La invencién abarca una amplia
variedad de organismos transgénicos no humanos, incluyendo
por ejemplo, Drosophila, C. elegans, pez cebra y levadura.
El animal transgénico de la invencién es preferentemente un
mamifero, por ejemplo, una vaca, cabra, oveja, cone]o,
primate no humano o rata, m&q preferentemente un ratén.

Los métodos para produclr animales transegénicos son
bien conocidos por los especialistas en el arte e incluyen,
por ejemplo, recombinacién de homSlogos, mutagénesis (por
ejemplo, ENU, Rathkelb et al. (2000) Exp. Physiol., B5: 635-
644), y el sgistema de expresién de genes regulado por
tetraciclina (por ejemplo, en la Patente de EE.UU. N°:
6.242.667), y no se describirin con detalle en la presente.
(Véase, por ejemplo, Wu et al, Methods in Gene
Biotechnology, CRC 1997, péagse. 339-366; Jacenko, O.,
Strategiee in Generating Transgenic Animala, en Recombinant
Gene Expression Protocols, Vol. 62 de Methods in Molecular
Bioleogy, Humana Press, 1997, péga. 399-424).

La presente invencién también se relaciona con un

animal no humano noqueado cuyo genoma contiene una regién de
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control de la expresiém del gen de corina humano que estd
ligado operativamente a una secuencia informante y donde
dicha regién de control es eficaz para iniciar, terminar o
regqular la transcripcién de dicha secuencia informante.

La interrupcifn funcional de la secuencia informante
ligada operativamente a la secuencia de control se pueden
efectuar de cualquier manera eficaz, incluyendo, por
ejemplo, introduccién de un codén de terminacién en
cualquier parte de la Becuencia de codificacién de modo tal
que el polipéptido resultante queda bilolSgicamente inactivo
(por ejemplo, porque carece de un dominio catalitico, un
dominio de unién al ligando, etc.), introduccién de una
mutacién en un promotor u otra secuencia reguladora que Bsea
eficaz para desactivarlo o reducir la transcripcién de la
secuencia informante de una secuencia exfgena en 1la
secuencia informante que 1lo inactiva. Loa ejemplos de
animales transgénicos que contienen genea funcionalmente
' interrumpidos son bien conocidas, por ejemplo, los que se
describen en las Patentes de EE.UU. N°: 6.239.326,
6.225.525, 6.207.878.

Sin entrar en detalles, se coneidera que el
especlalista en el arte puede, a la luz de las descripciones
precedentes, utilizar la presente invencién de forma
acabada. Todos 1los ejemplos 8se 1llevaron a cabo usando

técnicas estédndar, que s8son bien conocidas en el arte,
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excepto cuando se describe de otra forma con mayor detalle.
Las técnicas de biologia molecular de rutina de los
Biguientes ejemplos Be pueden realizar como se describe en
los manuales de laboratorio est&ndar, tal como Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2* Ed.; Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.,
1589.

Las sigulentes realizaciones especificas preferidas se
deben considerar entonces como meramente ilustrativas, y no
en un sentido limitativo del reasto de la descripcién en modo
alguno. El1 contenido completo de todas las solicitudes,
patentes y publicaciones citadas previamente se incorporan
en este documento a modo de referencia.

Ejemplo 1: Aislamiento y caracterizacién de los genes de
corina bhumano y de ratén que incluyen las reagiones
flanqueadoras 5’

Para clonar los genes de corina humanos y de murinos y
gus regiones flanqueadoras 5, Be aintetizaron
oligonucleStidos especificos correspondientes a los extremos
5/ y 3’ de las secuencilas de ADNc de corina. Estos cebadores
de oligonucleStidoe fueron evaluados amplificando productos
especificos en reacciones basadas en PCR usando ADN genémico
humano o murine. Las reacciones de PCR se efectuaron usando
el Sistema de Reactivos para PCR (Life Technologies Inc.)

con 30 ciclos de amplificacién (1 min de desnaturalizacién a
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94 °C, 1 min de alineacién a 50 °C y 1 min de extensién a 72
°C) y una extensi6n final de 7 min a 72 °C. Loe pares de
cebadores que amplificaron exitosamente los productos
especificos de la PCR se usaron luego en un andlisis basado
en PCR para identificar clones BAC que contenian al gen de
corina humano o murino y/o sus regiones de control de la
expresién. El1 alslamiento del ADN de los clones BAC se
efectud de acuerdo con las instrucciones del proveedor
(Incyte Genomice, Palo Alto, CA). Los clones de cromosomas
artificiales bacterianos (BAC) que fueron identificados como
positivos se confirmaron ademis mediante anilisis Southern
usando sondas de ADNc de corina humana y de murino marcadas
con **P. Los clones BAC fueron secuenciados directamente con
una estrategia shotgqun o subclonados en ql puUClia
{(PanVera/Takara, Madison, WIf para su secuenciacién. El
ensamblaje de las secuencias del shotqun sBe efectud usando
el pagquete de software Staden (MRC Laboratory of Molecular
Bilology; Bonfield et al. (1995) Nucleic Acid Res. 23: 4992-
4999) .

Se cobtuvieron cuatro clones BAC, dos de los cuales
contenian los genes de corina humano y dos los genes de
murinos, con el estudio basado en PCR. Se secuenclaron tres
clones BAC con una estrategla shotgqun usando quimica de
terminacién con colorante. La combinacién de los datos de

shotgun con la informacién del archivo de seguimiento
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disponible al pfiblico (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov:

80/Traces/trace.cqgi, http: //trace.ensembl.org), permitié

ensamblar secuencias contiguas de 340 kb que contenian al
gen de corina humano, y 5 contiga para el gen de corina de
murinos. El orden de los 5 contigs fue confirmado por 1la
existencia de varios pares de lectura apareados en 1los
respectivos contigs vecinos. La distancia entre los mismo
permiti6 determinar que el tamafio del hueco era menor que
500 bp, porque el tamaflo del inserto de las bibliotecas
piblicas de shotgun estaba bien definido. Luego se
analizaron las estructuras de los genes de corina humanos y
de murinos. Sin embargo, la secuencia genSmica humana de 340
kb no contenia la regién flanqueadora 5°. Se aiglé un
fragmento Hind III-EcoR I adicional de 4165 bp del BAC
26540, que inclufa los primeros 3919 bp de 1la regiém
flanqueadora 5’, todo el ex6n 1 y parte del intrén 1
(enviado al banco -de datos GenBank™/EBI con el nfimero de
acceso AF521006) .

Los polinuclebStidos de la regién de control de 1la
expresiébn de corina (SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 5 y SEQ ID N°:
6) fueron derivados todos del fragmento Hind III-EcoR I de
4165 bp (Figura 8; SEQ ID N°: 2) aislada del BAC26540,
usando un método basado en PCR o digestifn con enzimas de
restricciébn o una combinacién de ambos. Por ejemplo, el bp

polinuclebtido de la regiSn de control de la expresién de
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corina de 4023 bp (SEQ ID N°: 6) descrito en la presente se
amplific6 a partir del fragmento Hind III-EcoR I de 4165 bp
o de ADN genfmico humano usando los cebadores Fl1 (5’-
AAGCTTCATGAGGGCAGGAG-3’) (SEQ ID N°*: 7) Y Rl (5’-
GAGCTCGCTTATTCTICTGTCCACTT-3’) (SEQ ID N®: 8). El
polinucle6tido de la regiém de control de la expresién de
corina de 1283 bp (SEQ ID N°: 5) descrito en la presente se
amplific6é a partir del fragmento Hind III-EcoR I de 4165 bp
o de ADN gen6mico humano usando los cebadorea F2 (5'-
AAGCTTATAARAATAATAGCTTCTTC-3¢) (SEQ ID N°: 9) y Rl. El
polinucleétido de la regién de control de la expresién de
corina de 391 bp (SEQ ID N*: 4) descrito en la presente se
amplific6é a partir del fragmento Hind III-EcoR I de 4165 bp
o de ADN genémico humano usando los cebadores F3 (5'-
AAGCTTAGTAACTCTTTTGCTCCCAA-3') (SEQ ID N°: 10 ) y R1.
Cualquier tejido de mamifero, tal como leucocitos, del cual
8e pueda extraer facilmente el ADN constituye una fuente
adecuada de ADN genémico para el alglamiento de los
polinuclebtidos de corina de mamifero.
Ejemplo 2: Actividad del promotor de las regiones
flanqueadoras 5’

Se examiné la actividad del promotor de las regiones
flanqueadoras 5’ de los genes de corina preparando
construcciones informantes en las cuales se habfan ligado

fragmentos truncados en gerie de las gecuenciaas
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flanqueadoras 5’ de los genes de corina humanoe o de wurinos
a un gen de luciferasa sin promotor (véase la figura 4A).

Las construcciones i1informantes promotoras de corina
humana, hCpl297LUC (regifn de control de la expresién de
corina de 1283 bp (SEQ ID N®: 5) ligada al gen de luciferasa
de luciérnaga) y hCp405LUC (bp regién de control de la
expresién de corina de 391 bp (SEQ ID N°: 4) ligada al gen
de luciferasa de luciérnaga), fueron generadas en dos pasos:
primero, una clonacién basada en PCR de 1la regién
flanqueadora 5' del gen de corina humano desde -1297 o -405
a -15 (con relacién al codén de inicio de la traduccién ATG)
usando cebadores que contienen sitioes de restriccién para
Sac I y Hind III, respectivamente; y, segundo, la inserciémn
de los respectivos productos de la PCR en los sitios Sac I y
Hind III del vector bésico pGL3 (Promega, Madison, WI).

De manera eimilar, también 8se obtuvieron las
construcciones promotoras de corina de murinos, mCpll83LUC,
mCpB809LUC y mCp646LUC, con el enfogque de clonacién basada en
PCR descrito previamente. Los pléemidos para estas
construcciones se prepararon usando el conjunto de elementos
EndoFree Plasmid Maxi (Qiagen, Valencia, CA) . La
transfeccién de células HL-5 (Claycomb et al. (1998) Proc.
Natl. Acad. Sci., EE.UU. 95: 2979-2984) sBe efectué usando un
método basado en lipofectina de acuerdo con 1las

instrucciones del proveedor (Life Technologies). Brevemente,
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se mezclaron 10 ug de ADN de cada una de las construcciones
informantes de corina mis 0,1 ug de pRL-SV40 (Promega,
Madison, WI) con 20 ug de lipofectina en 1 ml de medio
cérico reducido Opri-MEM I. La mezcla se incubd durante 30
min a temperatura ambiente y luego Be agregd a células HL-5
de -~70% de confluencia en una cavidad de placas de 6
cavidades. Después de incubar durante 6 ha, el medio Be
reemplazd por medio de cultivo fresco Ex-Cell 320; y 30 hs
despuée s8se cosecharon las c¢élulas transfectadas y se
evaluaron las actividades de 1luciferasa de 1luciérnaga y
Renilla. Se llevé a cabo un ensayoc doble de actividad
luciferasa de acuerdo con las instrucciones del proveedor
(Promega) . Brevemente, Be prepararon extractos celulares
lisando las células transfectadas con 250 ul de aolucién
amortiguadora de lisis pasiva recién diluida (Promega). Los
lisados se congelaron y descongelaron una vez antes de una
centrifugacién a 13.000 rpm durante 5 min para agrupar los
desechos celulares. Los sobrenadantes fueron transferidos a
un tubo nuevo y se evalud una alicuota de 20 ul de los
sobrenadantes utilizando un eistema de Ensayo Informante de
Luciferasa Doble. La luminiscencia de las muestras fue
monitoreada con un luminémetro para microplacas LB96 V (EG&G
Berthold), que medlia la produccién de luz (unidades de luz
relativas) por una duracién de 10 sBeg. Cada unc de los

extractos celulares fue evaluado por triplicado. Cada
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experimento de transfecci6n para cada construccién se
efectué por triplicado. La actividad de la luciferasa de
Luciérnaga se normalizé con la actividad de la luciferasa de
Renilla.

Tal como se muestra en la figura 4B, las construcciones
informantes de corina humana hCP1297LUC y hCP405LUC
promovieron las actividades de 1luciferasa que eran
significativamente mayores que los valores basales en
células bdsicas pGL3 transfectadas. De manera similar, las
construcciones de receptores de murinos mCpllB83LUC,
mCpB0SLUC y mCp646LUC promovieron significativamente las
actividades 1luciferasa en comparacién con las de las
construcciones humanas. Estos datos sugieren que 1la
secuencia en c¢is responsable de la mayor parte de 1la
actividad del promotor se ubica entre loa nuclebtidos -405 a
-15 o0 los nuclebtidos -646 a -77 en los genes de corina
humano's y de murinos, respectivamente.

Ejemplo 3: Demostracién de la expresiSn especifica del
corazsn

Para determinar si las construcciones eran mediadoras
de la expresi6n especifica del corazén, se tranafectaron
células HelLa (ATCC N° CCL2), que no expresan ARNm y proteina
de corina, con las construcciones descritas previamente. A
diferencia de sus grandes actividades en células HL-5, las

construcciones hCp40S5LUC y mCp646LUC solamente presentaban
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una actividad minima del promotor en las células Hela (Fig.
5). Como control, el pRL-8V40 transfectado simulténeamente
promovié niveles més alto de la actividad luciferasa de
Renilla en Hela que en células HL-5, lo cual era indicativo
que las c¢é&lulas Hela eran tan facllmente transfectadas como
las células HL-5 en estos experimentos. Estos resultados
indican que las secuenciaes flangqueadoras 5’ de los genes de
corina de-405 a -15 de humanos o de -646 a -77 de los genes
de corina de murinos contienen elementes que son suficlentes
para una expresitn especifica en cardiomiocitos cultivados.
Ejemplo 4: Elementos GATA proximales que se unen a GATA-4
necesarios para una funcién &ptima de los promotores de
corina.

Las regiones flanqueadoras 5' de los nuclettidos -40S5 a
-15 en humanos o de los nuclebtidos-646 a -77 en ratén
fueron suficientes para promover niveles altos de expresién
genética en cardiomiocitos cultivados pero no en células
Hela. Esto sugiere gque estas regiones contienen los
elementos reguladores responsables de la expresidén
especifica de cardiomiocitos. La inspeccién de estas
regiones reveld una psecuencia consenso GATA conservada
(denominadas secuencias GATA proximales).

Para determinar sl las secuencias GATA proximales en
verdad se unen a las proteinas GATA, se prepararon extractos

nucleares a partir de célulae HL-5 en fase de crecimiento
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exponencial como se describe en la literatura (Schreiber E.
et al., (1989) Nucleic Acids Res. 17: 6419) y se llevd a
cabo un ensayo de cambio de movilidad electroforética
competitiva (EMSA) usando una sonda de oligonucle6tidoe GATA
consenso bilen caracterizada (Redondo, J.M. et al. (1990)
Science 247(4947), 1225-9) y sondas que abarcaban cada una
de las secuencias GATA proximales (Figura 6A). Las sondas de
oligonucleStidos de <cadena doble que contienen dos
secuencias GATA consenso o secuencias GATA mutadas (GATA por
CTTA) s8e obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology. Se
sintetizaron las secuencias de las sondas (véase la figura
6A) que contienen la GATA de corina humana o de murinos (SEQ
ID N°: 11 y 13, respectivamente) o la GATA mutada de corina
humana y de murinos (GATA por CTTA) (SEQ ID N°: 12 y 14,
respectivamente) y se purificaron por HPLC. Las sondas de
oligonucleftidos Be marcaron por el extremo 5’ con T4
polinucleétido quinasa (Life Techologies) wusando [gamma-
¥p]-ATP (3000 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech). Los
ensayos de cambio de movilidad sobre gel se llevaron a cabo
como se deacribié previamente (Pan, J. & McEver R.P. (1993)
J. Biol. Chem. 268: 22600-22608). Como era de esperar, la
sonda consenso GATA marcada (SEQ ID N°: 15) formS un
'complejo de ADN-proteina especifico de la secuencia cuando
ge incubaba con extractoa nucleares de células HL-5 (Fig.

6B) . Se impidi6 la formacién de este complejo por adicién de
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un exceso de 100 veces de la sonda no marcada pero no de un
elemento GAS no relacionado. La formacién del complejo era
dependiente de 1la secuencia GATA intacta, porque las
mutaciones en la secuencia GATA impidieron la formacién del
complejo. AGn mis, el complejo no se detectd en presencia de
un exceao de 100 veces de la sonda no marcada que contenfa
las secuencias GATA proximales ya sea humanas o de murinos.
Por el contrario, un exceso de 100 veces de las sondas no
marcadas gque contenfan las secuenclas GATA proximales
mutantes (SEQ ID N°: 12 y 14) tenfia un efecto minimo sobre
la formacién del complejo. Estos datos indican ql:ae las
secuencias GATA proximales de corina y la sonda consenso
GATA se unen a una o mids proteinas GATA comunes.

Para determinar cuéles eran la © las proteinas GATA
comprometidas en el complejo, se realizé un EMSA con 1la
sonda consenso GATA marcada en presencia de anticuerpos
contra miembros de la familia GATA. Los anticuerpos contra
GATA-1 de ratém (SC-1234x), GATA-3 (SC-268x), GATA-4 (SC-
12237x) y GATA-6 (5C-7244x) 8e obtuvieron de Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). Tal como se muestra en la
figura 6C, un anticuerpo contra GATA-4 inhibié marcadamente
la formacién del complejo, en tanto los anticuerpos contra
GATA-1, -3 y -6 tenfan poco efecto. Para demostrar
directamente la unién de GATA-4 con la secuencia GATA

proximal, se usé la sonda GATA proximal humana marcada en
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ausencia o presencia del mismo anticuerpo contra GATA-4. Tal
como se muestra en la figura 6D, el anticuerpo contra GATA-4
inhibi6é por completeo la formaciém de un complejo ADN-
proteina con una movilidad similar a la del complejo formado
con la sonda consenso GATA. Estos datos indican que GATA-4
se unia a las secuencias GATA proximales, lo cual sugeria
que la unién de GATA-4 a las secuencias GATA proximales
pueden contribuir en la expresiSn del gen de corina en
miocitos de corazén.

A fin de corroborar si los elementos GATA proximales
realmente son necesarios para la actividad del promotor, se
muté la secuencia de tipo salvaje AGATAA en ACTTAAR en las
construcciones humanas o de murinos que promovian la mayor
actividad del promotor (Figura 7). Las construcciones
mutantes, hCp405mutGATA y mCp646mutGATA, se construyeron con
un protocolo de PCR con superposicifn (Ho S.N. et al.,
(1989) Gene (Amgt) 77: 51-59). Brevemente, se generaron dos
productos de PCR separados, uno para cada mitad del producto
hibrido, con un oligonucleStido GATA mutado orientado en el
sentido del marco de lectura o antisentido y un cebador
-externo. Los dos productos se purificaron y mezclaron. Luego
Be efectué una segunda PCR usando loe dos cebadores
externos. El1 producto de la PCR fue digerido con Sac I y
Hind III, y se lig6 en el vector bésico pGL3 digerido con

Sac I y Hind 1III. Todas 1las conatrucciones fueron



confirmadas mediante mapeo de restriccién y secuenciacién
del ADN. Las mutaciones en el elemento GATA eran las mismas
que las efectuadas en la sonda GATA mutante que se utiliza
en los EMSA. Cuando eran transfectadas en HL-5, 1las
construcciones mutantes humanas y de murinos presentaban un
10% o 42% de actividad promotora en comparacién con sus
respectivas secuencias de tipo salvaje. Estos resultados
muestran que los elementos GATA proximales son necesarios
para la expresién constitutiva de los genes de corina humana
o de murinos en cardiomiocitos cultivados.

Los ejemplos precedentes se pueden repetir con un &xito
similar sustituyendo los reactivos genérica o
especificamente descritos y/o las condiciones operativas de
esta invencién por los utilizados en 1los ejemplos
precedentes.

En tanto la invencién se 1lustrS con respecto a las
nuevas regiones de control de la expresién para el gen de
corina humano o de ratén, resulta evidente que es posible
efectuar variaciones y modificaciones de la invencién sin

apartarse del espiritu o alcance de la invencién.



REIVINDICACIONES:

1. Un polinucleétido aislado que comprende una regién de
control de la expresién de corina de mamffero, donde dicha
regién de control modula la transcripcién de un
polinucleétido heterdlogo al cual esté ligado
operativamente.

2. El polinucledtido de la reivindicacién 1, donde dicha
regién de control modula la transcripcién de un mamifero gen
de corina de mamifero.

3. El polinucleétido de la reivindicacién 1, donde 1la
transcripcién tiene lugar en el tejido cardiaco.

4. El polinucleétido de la reivindicacién 1, donde 1la
regién de control comprende un elemento de regqulacién de la
transcripcién seleccionado del grupo formado por sitios de
unién a GATA, Tbx-5, NKx2.5 o NF-AT.

5. El polinucleétido de la reivindicacién 1, donde 1la
regién de control se une a proteinas reguladoras de 1la
transcripcifbn, donde dichas proteinas se peleccionan del
grupo formado por GATA-4, Tbx-5, Nkx2.5, factor tipo Kruppel
o factor de transcripci6n NF-AT.

6. El polinuclebtido de la reivindicacién 1, donde el
mamifero es un ser humano.

7. El polinucleétido de la reivindicacién 6, donde el
polinucleétido preeenta la secuencia que se muestra en la

SEQ ID N°: 4.
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8. El polinucleétido de la reivindicacién 6, donde el
polinucleétido presenta la Becuencia que se muestra en la
SEQ ID N°: 5.

9. El polinucleftido de la reivindicaci6n 6, donde el
pelinuclebétido presenta la secuencia que se muestra en la
SEQ ID N°: 6.

10. Un fragmento, o una variante, del polinucleb6tido de 1la
reivindicacién 1, donde dicho fragmento © variante puede
transcribir el polinuclebétido heterflogo al cual estd ligado
operativamente.

11. El1 fragmento, o la variante, de la reivindicacién 10,
donde dicho fragmento o variante tiene una secuencia que es
al menos un 70% idéntica a la SEQ ID N°: 4.

12. El1 fragmento o la variante de la reivindicacién 10,
donde dicho fragmento o dicha variante tiene una secuencia
que e8 al menos un 70% idéntica a la SEQ ID N°: 5.

13. El1 fragmento o la variante de la reivindicacién 10,
donde dicho fragmento o variante tiene una secuencia que es
al menos un 70% idéntica a la SEQ ID N°: 6.

l4. Un vector que comprende la regiém de control de la
expresidén de corina de la reivindicacién 1.

15. Una célula huésped que comprende al vector de 1la
reivindicacién 14.

16. Un método para producir un polipéptido que comprende

expresar en la célula huéasped de la reivindicacidén 15 un



polipéptido codificado por un polinucledtido heterSlogo
ligado operativamente a la regifén de control de la expresifn
de corina.

17. Un método para producir un polinucleétido que comprende
expresar en la célula huésped de la reivindicacién 15 una
molécula antisentido codificada por un polinucleétido
heterflogo ligado operativamente a la regién de control de
la expresién de corina.

18. Una composicién farmacéutica que comprende al vector de
la reivindicacién 14 en un vehiculo aceptable para uso
farmacéutico.

19. Una composicién farmacéutica que comprende la célula de
la reivindicacién 15 en un vehiculo aceptable para uso
farmacéutico.

20. Un wétodo para identificar un agente que modula 1la
expresién de un gen de corina humano en una célula, donde
dicho método comprende:

(a) producir un vector recombinante gque contenga un
polinucleétido aislado que comprende una regién de control
de la expresitn de corina de mamifero ligado operativamente
a un gen informante;

{b) transfectar la célula con el vector recombinante;

{c) tratar la célula con el agente;

(d) medir el nivel de expresién de 1la secuencia

informante en la célula tratada; y
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(e} comparar el nivel de expresién de la secuencia
informante en presencia del agente con el nivel de expresifn
en una célula control transfectada que no ha sido tratada.
21. El método de la reivindicacién 20, donde la célula es
un miocito cardiaco.

22. Un método para modular la expresién de un gen en un
Bujetc humano, donde dicho mé&todo comprende:

{(a) producir un vector recombinante que contenga un
polinucleétido aislado que comprende una regién de control
de la expresién de corina de mamifero ligado operativamente
a un polinucleétido heterélogo;

(b) administrar el vector en una cantidad eficaz en
términos terapéuticoes a dicho sujeto.

23. El método de la reivindicacién 22, CARACTERIZADO PORQUE
dicho polinucleétido heterflogo codifica wuna proteina
terapéutica tal como corina, ANP, péptido natriurético de
tipo B, fosfolambano, ACE o formas dominantes negativas de
estos genes.

24. El1 método de la reivindicacién 23, donde el
polinucleétido heterélogo codifica corina.

25. El1 método de 1la reivindicacién 22, donde el
polinucleétido heterélogo codifica un polinucleétido
terapéutico tal como una molécula de ARN antisentido o una

mol&cula de ARN catalitica.

d
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26. El método de la reivindicacién 22, donde la regién de
control se sBelecciona del grupo formade por la SEQ ID N°: 4,
la SEQ ID N°: 5 o la SEQ ID N°: 6.

27. Un método de tratamiento de insuficiencia cardiaca
congestiva, hipertensifn o infarto de miocardio en un sujeto
humano, donde dicho método comprende administrar una
cantidad eficaz en términoa terapéuticos de un
polinucleétido aislado que comprende una regiénm de control
de la expresi6n de corina de mamifero, ligado operativamente
a un gen seleccionado del grupo formado por corina, ANP,
péptido natriurético de tipo B, fosfolambano, ACE o formas
dominantes negativas de estos genes, a dicho sujeto.

28. El método de la reivindicacién 27, donde dicho gen es

de corina.
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“Corutuantion o B, T or “Corawanton of Btz No. T 2600 Hilltop Drive
and No. IIl"” (ax the caw may be), indicate the name of the
Ewudmu sch mane, the Siaegy)  P.O. Box 4089

0 or y

g e, g e Tond, Calola 34004

M) § tnBox No. Il ar in any of the sub-boxes of Box Na. I, éhe  Telephonie No. 510 660-4290
L—-h#-bub-f-b Facsimile No. 510 262-7005
Dt S o Aamria: btk cogs e vy Agents regetration No. 33,301
' n-mr.ﬂh-—ummm-.m

@ Bazes No. If cand No. IIT” (a the cuve may be), indicate Se  HERMENAU, Roneld S.

xuw of e h-i' next fo ach saws, RBariox Bloscionces
. el il '"'."”E the puepades of whick 82 1 0. Box 4099

00 ;i ckliion fo the ndcatodbe B N IV, rwars 1yt Coorria 84804
&h ~Contianation of

e Fosniat =5 e et -
M o reemt e Beslie, I w;mr:?'%o 7005
510 262-
" e .
gl wpie 1L -f?‘-,,m,,., . o Agents reglstration no.: 34,620
addidon,” or [, in Bax No, F, the nawe of the Stoler of
America b accomponied by an indication “confinsation” or  ZELANO, Anthony J.
poninivetion-n-gurt: i uch o, writs “Condemsation /' \illen, White, Zetano & Branigen, P.C.
mane of qck Sss bvolved for Courthouse Plarza 1
and ofter fhe name of sackh such Siate (or QAPY), the manberof Arfington
ﬁ“&wﬂ#ﬁldﬁhq’md 2200 Clarendon Boulevard, Sulte 1400
the parent titie or. he parest application; Arington, Virginla 22202
) ¥ in Box No. VI, there ary seory than five exrllor us
whose I clslmed: in nch cave, wrike
o Bax No. and indicate for eaxch additonal earBer Telephone No. 703 243-6333
the same (pe of information ax’ reqwired Facgimile No. 703 243-6410

Na 12 Agent's registration No. 32,542
2 f with the F
 Briediy g i, gl
Mﬁmhmﬁmbdgﬂ
:-l'ﬂm#mrm*(ﬂ
20 excluded.

Form PCT/ROV101 (supplemental sheet) (March 2001; roprint Jenwsry 2003) Sve Notes $0 the roquent form



BaxNo.VI PRIORITY AIM
The prlority of the Sollowing earlior spplicatioo(s) is hercby claimed:

of estlier application of earlier spplication - : on I
- & - L} - ol ) - -
Datiocal rogional spplication:* | infernational spplication:
(depvimonth/ymar) mﬂﬁ: o] Office tving Office

MAY 2002 60/384,108 uUs
(31-05-02)

] Fecther priority clsims wro indicated in the Supplemental Box.

The recelving Office is fequested to propste sad tansmit 1o the Intormetional Bores & cortified copy of the carfiar application(s) (only
mﬂqﬁh-ﬂﬂhmﬂﬁh“dﬂm#tﬁmww
-

Oticos [f tem) [ bn@ O tene) [ kem@ O eam 00N

* Whern the eorlier application s an ARIPO indicode'at st gwes country [ ] the Protection
M%w.nlh—k-fﬁ Mapi‘—ﬂjrzi ﬁﬂmuﬂﬂtlm ;‘

BaxNe. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

ﬁ the
mamwmﬁ two or more Infernational Srarching Awthorities are competest 1o corry out

cods may be weed);
A e e ae e an e tee e e enaae
Roguest to use resulis of earlier ssarvh; referemce te that searvh (if ax sorfier semck ka been corriad ot by or requested from the
Interwational Searching Authorily)-
Dato (dgrimanthmer) Numbee Country (or reglomal Gificy)

Bex No. VI DECLARATIONS

The following declarations are contained in Baxes Nos. VIII () to (v) (inark the spplicabie Nember of
chack-bazes below end indicole i the right cobusm the manber of each typs of declaration): declarxtions”
O BaxNe.vm® Declarxtion a9 o tho kdentity of the kxventor

[ Box¥No. v Doclerstion a1 1 the sppticant’s eotitierent ws o1 the tntenations! filing
datu, to spply for end be granted a patent

[0 BexNe. v (i) Declaration 83 o the epplicent’s eatitlement, as st the internstional filing
date, o olsim the priority of the earlier spplication

{] B=xNo.VIIGv)  Declartion of irventorship (only for the pmposes of the desigastion of the
- Unttod States of Americs)

[0 BozxNo.vm (v} Declaration e to zon-prejudicial disclosuros or exceptions to lack of novelty :

Fotm PCT/ROV101 (third sheef) (July 2002; reprint Janusry 2003) See Notes to the request form
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SheetNo. ...Y...

BexNe.IX CHECKLIS \NGUAGE OF FILING

This isxiecustional epplication centalnx
(l)m_lrhl.hmmd

L—W-ﬂblm hrﬂld-ﬂ

E':.(-) n#mm:'dm of itzms
right e manber of sach kemy):
1. B} feo calculation sheet
2.0 original scpernte power of atthrracy
3.[J oxiginal genceal power of attomay
4.0 mﬂﬂﬂmﬁmmw
By i ciiennernrnaceicncnasanansnnurrssnsrnnnnns
S. [0 statesnent srpleining lack of signatare
6.0 ';". documeni(s) identified in Bax No., VI ms

® !mlwu&@du‘ -'pmofﬂnwwﬁ-::n):nﬁ1
@ O mmm w@b-ﬂﬂhﬂaﬁ-ﬂ
dwmm for e
({1h] Bhplu':‘;&nhnum-bhlﬁuﬂuufhmc.
10. tables In compuier readsblo form related to sequance listings
o (indicaie Hype and mumber of carriers)
submitted purpotes of tnternptionsl search
® Qo mgwmm-muuw

ﬂbﬂﬂ-ﬁ-m cmum d—.‘
mdmﬂmﬁuﬂh&hm

@ O ﬂhﬁ%m:&h”dhmu

Mﬁhmﬁ
should sccompanry the sbetract !

l..lwdﬂlhgoﬂh
iternational spplication:

BexNe.X SIGNATURE OI'AH'I.ICAN'I'. AGENT OR COMMON
Naxt 1o gk sigmatere, Iﬂﬁ-jﬁmﬂdﬁﬂhﬂh‘-—ﬂdwbuﬂ-ﬁ-lﬂ'___

HEPRESENTATIVE *

Wendy L Washtien, Reg. No. 36,301
Agent for Applicents

WL.WWU/\

1. Dete of sctual roceipt of the purported

For recelviag Office wee only

2. Drawingt

mmum

3. w&.dmﬂwhhhﬂh

Dt

[] ot secoives:

5 ﬂmcmnm ISA/

6 Trensmittal of scarch delixyed
watil search foe in pﬂm

Date of recelpt of the recond
th&l—:m

For Intoraations! Buresu use caly

TForm PCT/RO/101 (last shoet) (Jaouary 2003)

Ses Notes o the requert form

)



Cea : This sheet Is not part of and does not count ax a sheet of the International application. 7159

PLT

Pl ceceiving Office wae ol e
FEE CALCULATION SHEET . o
| Asasx fo the Roquest International Application No.
2E.m;.“""‘" 52351AWOM1 Deto stamp of the recslving Office
Applicant T
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT et al.
f CALCULATION OF PRESCRIBED FEES
L TRANBMITTALFEE . . . . .o ovvvenn v vanenns |.—24000][7]
2 SEARCHFEE . .. o oo v v nenneeunnnnn. | 836.00 [3]

R s o o Ay e o ey o 80 oot )

3. INTERNATIONAL FEB
Bask Feo

m_@)m(e)dhmum.mmmau}
Where lexns (b) wnd (¢) of Box No, DX do not apply, onter Tetel number of sheets § ———

Bilamosess . . . ... ........... .
35 12.00 - 00
manbar of sheos . foo per shoct - M
= o axcews of 30 i
-mﬂ _"uh'fhm’h-uwum
" 400 x -| jl
fou par shoet

Aid amousts cosorsd st b1, b2end b3 sud eoter il ot B . . . . B96.00 |B]

Desiguation Foss
Tbhhnlhdmmh all _ desigmations.

x 104.00 -1
E amcxeyt of designation feo
mﬁhd-ﬂ—ll)

Add smousts entered st B and Dand eater Sotal st 1
s akind & a rubution of 75% of d

ot ot e St 07

o w vl -

; 4. FEE FOR PRIORITY DOCUMENT (¥ aqplionle) . . . . . . . . .. L2000 ][F]
i | s rorALmEmseAvABE. . ... ... ... .. e $2,612.00
Add amoonty catered o1 T, 8, 1 and P, sad entor total o the TOTAL box TOTAL

[ 0] The dosiguation foms co ot ped o it |
MODE OF PAYMENT
EI ‘1,.9 [ postil monoyonder [ sk O coupoms
AUTHORIZATION TO CHARGE (OR CREDIT) DEPOSTT ACCOUNT ,
mﬂfmwuunﬁadmm Reoeiving Offioe: ROV_US

Deposkt Acoomt No.:__ 02-2117

R] Aothorization %o charge the twotal fees indicated shave.

28, 7002
m (T chuck b sy b e ey o oo depes eccoues oue Mty Z6,
mﬂq%—h o By et T, ? Name Wend{'L Washtien
[¥] Anthorization to chargs the foe for priority document. Sigratare: L. M

Form PCI/ROVION (Anoex) (fammary 2003) Nokes o the fos calcalation sheet



Unicaments para Ia oficina receptora

PCT . Solicihxd Intemacional N®
SOLICITUD | Foche de presentacion intemacional
. B e - | Nomtre de la aficirta receptors
Elbl]o'ilmwldhthmnh Soficitacién PCT | | .rY
Tm:bcoopn:ehnlmnm
o Raferencia del soficante o del agents: 52351 AWOM1{
en Metera de Patsntes (en caso deseado) (méximo: 12 carscieres)
Campo N® 1 TITULO DE LA INVENCION
Secuencizs de control del de corina humano
CampoN* Il SOLICITANTE L] Esta persona es tamblén inventor
Teldfono N°
Nombre y direccién: (Apeiido seguido por of nomive; para una persona Juridics, is
denominacion oficial completa. La direccion debe inchar el cddigo postal y el nombre dal
pala. 8 pafs de ia direccidn indicada en esie campo a3 la del eaindo de residenciadsl | —
soiiciianis {asio e, pals) sl no se indica abajo al sstado de rezidencis). Faceimil N®
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
Muefiersirasse 178 -
D - 13342 Bariln Telaprinter N*
DE
N* de reghto cul
solicitants, con ia oficine
iu;ém-. pais) de nacionaiia: Estado D(Endo o8, pais) de residendia:
Esta persona es O Todoslos B Todeke [ Unicamonts [ Los estados
EEUU. indicados en ol
campo suplsmentaric
Esia persona es:

me:mdem:mmmmh
denominacidn ofigial complets. La direccidn debe incluir ol cidigo postal y ol nombre dal | ] solo solickants
paia. B pals de ia direccidn indicada en eals campo ox ia del estado de residencia del

solaltants (esio s, pala) sl no se indica abajo ol esiado de reaidencia). B  soliciente @ inventor
PAN, Juniiang
1220 Browste D D“..""m o Imvaror (& oefo
EEU.. : completar sbejo)
N de registo  del
solicitants, con ia oficine
. | Estade U(sun ea, pals) de naclonalided: E-u:'(sm ©a, pais) s residencia:
Esta parsons s O Todos los O Todoslos B Onicements [ Los estedos
solicitants e los estados estados designados E.EUL. indicades en el
propésiios de: duhnldu axcepito EEU.U. campo suplementario

[ Otros solicitantes y/u {otros) inventores sstin indicados en una hoja de continuacién.
—__u'—'___r_l#cmggn-w AGENTE O REPRESENTANTE COMUN; O DIRECCION PARA CORREBPONDENCIA |

La persona idenitficada abajo por este medio/ha sido

lulnrhdnm-mmnm-ondhmmm B Agants O Representants comn

—— nambre: Juridica, fa Telfono N*

Nornbre y direccidn: Mpaldomﬂdopa'ol para una parsona

dmnmhlddn oficial compietn. La direccitn dabe inciuir el cdigo postal y sl nombire del

peals). {510} 282-5411
Faceimil N*

WASHTIEN, Wendy L. )

BERLEX BIOSCIENCES . | (510) 262-7085

2800 Hiftop Drive Teleprintor N°

P.0. Box 4080 .

RI:IInnndcnlhmllm - | NVA

EEUU - N° de registo del
solicitants, con ka oficina
36,301

O Diroccion Postal:  marcar este casiliero cuando o estiyne skio sutorizado ningdn agenis o represaniants

comiin, utitzando e} espacio de sriba en luger de indicsr una direccidn particular u la cual debe ssr enviada ia
|_____comespondencla
Fomulario PCT/RO/101 (hoja 1) {marzo 2001) Ver notas & formulanio de Solcitud
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Hoja N* 2

Nombre y direcciin: (Apaiido saguido por of nomibve: para una parsona firfdics, ia
denominaciin oficial completa. La direccidn debe inciuir 8l cddigo posial y ef nombre del
pals. B pals de in direccidn indicada en asls campo es e del esiado de reaidencia del
solicianis (esin 8s, pals) si no se indica abajo ol esiado do residancia).

_ — - HOJAN*2 =
Continuscién de Campo N° i OTRO{8) SOLICITANTE(S) Y/U OTRO{8) INVENTOR(ES)
81 no es utiltzado ninguno de los siguisntss subcampos, no Inciulr esta hoja en sl requirmiento

Esin parsona es:
]  solo soliciants
B solctants e nventor

Nombre y direccién: (Apefido seguido por ef nombre: para una parsona hrkiica, Is
denominacion oficlal compisla. La dirmooidn debe inchar of cddigo poatal y of nombre dal
paia. 5 peis de ia dirmccidn indiceda en asts campo o2 la del salado de residencia dol
solicitanio (osio a3, pais) al no se indica abgjo ol estndo de residencia).

WU, Qingyu O  solo Inventor (sf asts
1153 Camino Vallecito
caslisro esid marcedo, no
E.E.u.u.'m completar abajo)
N de registro  del
solictants, con la oficina
_Enuncamu.pmmmim: Elldou(saln-.plb)dnm
Esta parsona es O Todosks B Todosls L[] Unicsments [ Los estadce
sciicitanis a los estados estados designados E.EU.L. indicados an el
propdaiios de: designados excepto E.E.U.U. campo suplemantario
Esia persona ex:

[T sck solicitants
O solciante e nventor

paia. El pals de ja diraccidn indicada en eais campo a3 iz del ealado de residencia del
soiicitanis (esio es, pals) &l no se indica abgo al asiado de residoncia),

casilam esid marcedo, no
complyiar abajo)
N de reghto  dal
solickanis, con la aficine
"Estado (esto eu, pais) de nacionalided: Estado (esio 9, pais) de
Esta persona es O Todosks O Todos o O Unicsmentse [0 Los estados
sclictants s los astados sstados designedos EEUV.U. Indicados en ol
propésiins da: designados exceplo E.EU.U. campo suplementario
. Esla porsons es;
Nombre y direccién: (Apeltido seguido por ¢f nambre: para une peraona juridica, ia
denominacién oficial completa. La dirsccion debe incluir el cddigo postal y e! nombre del |1  solo soiicitants

[0 sofichents e invenior
O solo invertor (af esfe

Nombre y direccidn: (Apeilido seguido por ef nomive; para una persana furidics, ia
denominacidn oficlel compiets. La direccidn debe incluir ef cddigo posial y el nombre del
pala. El pais de is diveccidn incicada en este campo ea fa dej estado de residencia del
salicitanis (saio se, pals) 8! no se indica sbajo ol astado de residencis).

mwnm:n
complelar abajo)
N° de rmgsto dal
solicitants, con Ia oficina
[Estado (esio es, pais) de nacionafikiad: Estado (esto es, paia) de reskisncia:
Esta parsona s O Todos los O Todoslos LI Unicaments O Los estados
solicitante a kos estados estados designados EEUU. indicados en of
propdeitos de: designados excepto EELLL. _ campo suplemantario
- Esle persona es:

- R
%mun-.p-ummumidn Estado (esio es, pais) de resldencia:
persona O Todoslos L} Unicamente  [J Los estados
E-::nm a l: = mh esindos EEUV. indicadaa en el
propdaftos de: designados excapto EEU.U. campo suplamentario

Formulario PCT/RO/101 (cont. hoja 1) (marzo 2001)

0 Otros solichmtes y/ {otros) iventores estin indicadios en ura hoja de continusclon.

Var noisa af formulario de Solicitud

760



Hoja 3
Campo N*V -DESIGNACION DE ESTADOS (marcar abajo of ceallero aproplado, marcar & jo menos uno)

261

Il;l.:.l&uhnlmn..hc[:hm-hmnmldommhmhtim

H AP Psients ARIPO: GH Ghana, GM Gambla, KE Kanya, LS Lesotho, MW Malawl, MZ Mozambigue, SD Sudin,
SL Sioma Loons, 87 Susziiandle, TZ Repdblica Unida de Tenzanls, UG Ugenda, ZM Zsmbla, ZW
Zmbabwe, y cualqulsr oiro estado que sea signatario del Protocoio de Harare y del PCT. (&f se dusea ofro
tipo de prodscoin o tralamiento, sspecifioar en ia finsa punisads)

B EA Patents Eurastitica: AM Arrmenia, AZ Azerbajan, BY Blelorrusia, KG iGrgukzistin, KZ Kaxaketdn, MD
Repdbiica ds Moldavia, RU Federscién Ruse, TJ Taykistin, TM Turkmenistin, y cuaiquisr oiro sstado que
soa signatario de la Convencién Eureslitica de Patanies y del PCT.

@ EP Puatante Europes: AT Ausiria, BE Baigics, CH y L1 Suiza y Lischtenstain, CY, Chipre, CZ Raepilblica Checs,

DE Alamania, DK Dinamarca, EE Esionia, ES Espalla, Fl Finlandia, FR Francia, GB Gran Bretaha, GR

Grecla, IE Irlanda, [T itala, LU Linsamburgo, MC Ménaco, NL Holenda, PT Portugel, 8E Suecia, 5!

Eslovenia, SK Eslovaqula, TR Tumuia, y cuaiquier olro estado que sea signatario da la Convencién

Europea de Patantes y del PCT.

Patants OAPL BF Burkina Faso, BJ Banin, CF Repiblica Central Africana, CG Conge, Cl Cosia de MarfH,

CM Camenin, GA Gabdn, GN Guinea, GQ Ouines Ecamtorisl, GW Guinea Bissau, ML Mall, MR Msurltenia,

NE Niger, SN Senegal, TD Chad, TG Togo, y cuaiquier olro estado que sea miembro del OAP y aignatario

B
2

deal PCT. (aJ se desea afro tipo do profeccidn o fratamiento, especiiicar en ia Bnoa punisada)....................
Patenis Nacional (a/ se deses olro tipo de proteccidn o tratamiento, especlficar an fa inea punisada)
i AE Emiratos Ambas Unidoa @ L1C Sanialucla
B AG AntigusyBarbuda B LK SHLEMKE.......oceeeescoemssassasessemmsmssmmsssesssnes
B AL Abanha H LR Lbers
B AM Amenh B LS Lesotho.......ccccccoceimmnicecccmmmanmmnnacsorsmmnmanans
B AT Austia B LT LRusnl..........ccooccvmceemmenmienesmsmsnanssmsareens
B AU Austrais B W ucxembugo.
B AZ Azerbalyin B LV Leotona
E BA Bosnlay Herzegovina B MA Manuscos
H BB Barbaios B MD Rspiblica de Mokiavis
B BO Bulgala.........cocnienonesess B MG Madagascar................
B BR Brasl....ccommemem e B MK ExRapibics Yugosiava do Mecedonis............
B BY Blalormush.........cocoivivemninnssesssasssonnsananiasee BB MN Mongolla..............ccoocoeeee e ceeee e e e
B BZ Beke I T ——
E CA Canadi B MX  Méxco,
B CHylLl Suiza yLischiansisin B MZ Mozembigue.
B CN Chm...... . [ NO Noruaga
B CO Colombls.... .. B NZ NuevaZelarxia
[ CR CosiaRica BB OM OmMln...ccimcimie it e aessas e
B CU Cuba # PH Fiipines
B CZ RapdibicaCheca B PL Poona
H DE Alemania B PT Porugal
B DK DIBMEMCE....cccococonmomsmmasanmaamnnsasronns (@ RO Rumanis
H DM DOMRICE......c.coonmreaemmmnmrccnmom s mmsnsane sessens B RU Federaciin Rusa.
B DZ Amgel IR T —
B EC Ecuador. B 8D Sudin
B EE Esonha B SE Susca
B ES Espaia B 8G Singapwr
B F Finlendle.....cooooeimemcncconmeatansssessssnsasessens B 6K Eslovequil.........cccooivnmncimnsmnemenmscss s snssmnans
B GB GmanBrelala B SL Shemaloona
B OD Grenmtih......ccesrsirrrsmresenamemese B TJ Taykistéin
B GE Georpll.........ccosenvenmiisrreemsssmmmnsan sosmsssenass I T T
B GH Gham... . B TN Tuica
B OM Gambla.......cewee H TR Tunpula
B HR Crosti.........cooemmemmmmmmmesnmea B TT Trinkiady Tobago
[ TR 11 T pp— B T2 Repiblica Unkiade Tanzanh...........c.ceencucens
B 1D Indonesls.............ccconneaicmronnmmmnenasernme H UA Ucania
H IL lmmel.........concinics inesne s senaneamn e H UG Uganda
B OIN Inda....cceceoreeeccec e ee s sme st asssassosmmnamsnns B US EEUU.....ommm.
B I8 andll....eeeee i sanessansnmasses E UZ Uzbekistin
B P Japdn.....ocncmesm s @ VC SanVicente yLas Granadinss.
B KE KB h....coiimscosmrmmmmsnssivssssscasssonens B VN VISM......coreeer e enenssconsessencssnmnenesonssseens
B KG Krguizistiin . E YU Yugosiavia
@@ KP Republica Populsr Democnitica de Corea.... B ZA Sudifrica
B KR Repdbiics de Cores B M Zsmb.........
B KX Kaaketdn B 2w Zimbabwe.

mmmmmqﬂbmnnmduﬂmw:hhdﬂnamhql
O

"Deciamcion preventiva de dasignacion: sdicionaiments & (s designacionea efeciusdss aba, el solicknie tambisn |
hace, de acuerdo con la regia 4.5(b), todas las designaciones permitidas por el PCT, exceplo aqueflas indicadas en el
msmmmmumamam.amdﬂnqmmmm
astin sujetns a confimacisn y que cuaiquier designacién no confirmada antes de la expircidn de los 15
nnl-lpllﬂrdahfadudaprloruld.lhlndmmduﬂﬂhlhwﬂnﬁmmmm
debe accader a is oficine daniro de tal de 15
Formuiario PCT/ROM 01 (hoja 2) (enero 2003) Ver notas af formulario de Solicitud
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Hola 4

asin manera.
Formulario PCT/RO/T01 (hoja suplementarta) {marzo 2001)

[Campo $ fo Si ol no s it aain hoja nG 89 debe Inciulr en 18 soliciiud

En el caso de que en uno do los cempos, exceplo
los campos VIIi{D) a (v).para ior cualea asid provisia

/a misma mansra que /a requerida de acuendo con
ias lsysndas dal campo en el que ol sapacio era
insuficienis, sn particuiar;

S/ mis de dos personas extin indicadss como
soliciiantes Wo inventores y no esil disponibie
una “hoja de candinuacidn®; en tal caso, escribir
“Continuacidn del campo N* i” e indicer, para cada
persona adicional, e/ miamo tipo da informaaiin que
s quevida en & Campo N* lil. El pais de iz
direccién indicado en asis campo es sl ssiado (esio
68, o/ pals) de reskiencia dal sclickanis al no exté
indicado abajo ol ssindo de reaidencia;

Si en ol campo NP Il 0 en cimalquier Subcampo del

campo N* Il estd marcada la indicacidn “fos

estados incicados en ol campo suplamentario™;

an asle caso, escribir “Continuaciin de campo N° I”

o "Continuacién def campo N* IiF o "Continuacidn

de los campos N° [l y N® JiIF (segiin sea ol casn),
de{lios) solicitnriinfs)

fines por los cualss la persana nombrada o8
solickanis.

81 en ol campo AP Il 0 en cuaiquier Subcampo dal
campo AP iii el Inventor o ol inventor/saliciiante
no oz inventor a los fines de todos fos astados
designados o a fos ines de EEU.UL: an tal caso,
escribir "Continuscidn de campo N* i” o
“Continuacidn del campo NP i o "Continuacion de
los campos N* il y N® liI” {(segiin aea ol caso),
indicar el nombre de{lon) inverionfes)

Eurasiética, Europea ¢ OAFY), & los finas por ios
cuaias ja persons nombrada ss inventor;

Sl sxisiofn)} otrofs) agente{s) adicionsiments a los
indicados en of campo N® IV: an ial caso, ascriblr
“Continuacidn de campo A° IV" e indicar, para cada
uno da loa otros ageniss, ol miamo tipo de
informacion que ia requerida en &l campo N° IV;

Si an af campo A® V ol nombre de un sslado (u
OAPI) as acompaflado por la indicecidn “patants
de adicién"™ o “ceriificado de adiclén®, o al en al
campo N* V el nombre de EE U.U. es
scompafiado par una indicacidn “continuecién®™ o
=continuacion-parie”: an ial caso, escribir
"Continuacion del campo N* V", ol nombra da cada
esiado (v OAP) invohrado y luvego of nombre de
cada estado (1 OAPJ), of niimero del tiulo o
solicitaciin relacianado vy Ia facha da oforgamiento
del tulo o solicitaciin relacionado;

S! an ol campo N* V1 existen mds de cinco
solicitudes anferiorss cuys prioridad ee
reciamads: en tal caso. escribir “Continuacién del
campo N* VI"e indicar, pam cada soliciud adicional
antsrior, ol mismo tipo de informacidn que is
mﬂumdwﬂ'v&

ammahmma
designaciin contenids en el campo N* V, of
soliciiants desea axcluir aigun{os) estadofs) del
mamm:g:nm
prevantive de designacidn” e indicar ol nombre dal
mammawmmn

Continueciin del campo N* IV

MIYAMOTO, Nell G.

Berlex Blosciences

2800 Hllop Drive

P.O. Box 4098

Richmaond, Calfomia 64804
EE.U.U.

Teldfono N*: 510 689-4600
Facelmil N*; 810 262-7085
N° de reglstro dal agenta: 50,370

BHAW, Malissa A

Barlex Blosciences

2600 Htop Drive

P.O. Bax 4008

Richmond, Callfornis 84804
EEULU.

Teldfono N*: 510 868-4200
Fecalmil N*; 510 262-7085
N* de regisiro del agenta: 38,301

HERMENALU, Ronald 8.
Beriax Blosdiences

2800 Hilitop Drive

P.O. Box 4009

Richmond, Callfomnia 84804
EEUL.

Telsfono N 510 668-4483
Facsimi N™ 510 282-T003
N* de regielyo del agents: 34,020

ZELANO, Anthony J.

MEian, White, Zelano & Branigan, P.C.
Ariington Courthouss Plaza 1

2200 Clarendon Boulevard, Sulls 1400
Ariington, Virginia

EEU.U.

Teldfono N™ 703 243-6333
Facaimil N*; 703 243-8410
N® de registro dal sgente: 32,542

Ver Nolas al farmuisrio de Saliciud
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Hola N°5

CampoN*Vl  -REIVINDICACION DE PRIORIDAD

Por ests media se relvindica Ia prioridad de in(s) siguienie(s) solickuda(s):

Fecha do Cuando la soliciud anterior ea;
pressntacion de la Nimerodela | .
soliciud anterior Solicitud antarior Solicitud nacionak Bolicitud regional: * Soliciud
(dis/men/afio) pals ¢ miamivo de Oficina reglonal Intemacional;
WTO Oficina receplora._|
Them (1)
Oidnll'"lyodlm 80/384,108 us
@
)
Ttam (4)
Tem (3)
Ll Otraa revindiceciones de priorkied estiln indicadas en el campo auplementerio

8a soliciia a la oficine receptors preparer y tranemitir a i Oficine Intamacional una copla cartificada de la(s)
solichui{es) antarior{es) (solo af la solicliud anterior fus preseniade anie ol organiamo que es is oficine recapiors s Jos
finaa de is presente soliciud intasmecional) kientificada(e) ariba como:

O Todostos [0 fem [0 fem O mm O fRem O Bem [ oiros, vercampo
ftems (1) @ o] 4) ®) suplementario

*  Cusndo ia solichud anterior es una solicitud ARIPO, indicar en ol campo suplemaniario a lo menca un paly
perifcipe de ia Convencidn do Parfs para la Protecciin de ja Proplsdad indusirial 0 un miembro de la Orpanizecién
mammaw-mnwmmum

N'VII I-no mdllnhnueloml

Elaccidn de Ovganiamo de Bisqueds intomacional (JBA): (indicar sl orgenismo alegido cuando dos o mis
Orpanizrmos de Blsqueda infemacional son compelanies pars lever a cabo fa bisqueda irfernacional: ss puede
uliizar ol cidigo de dos jeiras); {GAVEP

Sclichud para utiitzar resuttados de bisquedss anteriores; refarsncia a tul bitsqueda: (cusndo una bdaqueds
anterior fve leveda a cabo por o soliciads ante of Organiama de Bleqgueda infsrnacional):
Fechaf{dia/mea/afio) Nimero Pais (u oficing reglonal)

Facha{disimea/afio) Nimare Pais (v oficina repiona/

Campo N* VIl Declarsciones

En joa campos Vili() a (v) estin contanides las siguianies decisraciones (marcar abajo Jos Cantided de
cesileros correspondienies e indicar en le columna dervcha /s caniidad de cade tpo de
doclaracin):

(n] Campo N* VIII() Declarecidn sobre a identidad dal inventor

o Campo N* VIIi(D) Declaracion sobre of canicier del solictante y la fecha
da presentacidn intemacional a apliicer pam a!
da la patonte
a Campo N* VII(ID) Declaracitn sobre &l caricter del solicitante y la fecha

O  CampoN°VII(W)  Declarsciin sobra activiiad inventiva (scio para los
propdelins de designacién de E E.LLU.)

o Campo N* Viii{y) Decisracién sobre revelaciones no parjudicisies o
axcepcionss por falta de novedad

“Formulario PCT/ROM01 (hoja 3) (ullo 2002) Ver Notas al farmulario de Sollcitud
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no o8 obvia por lechsa de ka
Wendy L. Washiisn, reg. N* 38,301
Agente de loa solickantes

_ _ Hoja N°8
Campo N'IX  Listado de verificacién; ua de prosentacién
Esta soficiiud intemacionsi contiens: | Eata salichud Intemacional esth scompanada por ios ftam Canfided
a) eon forma de papel, la sigulents sigulentas (marcer abajo los casileros apiicables e indicar de Rem
cantidad de hojss an ja columne deracha la cantidad de cads ftem):
iﬂd(hmm 1. E Hoja ds céiculo de tssas
dociaraaidn) 8|2 [ Podersspamdo original del agents
Descripcidn (exciuysndo 3 [0 Podergensml original del agents
Rslados de sscuancias o 4. [0 Copiadal poder gansral dol agents, N® de referencia
iabias relacionadas con los sl edater:
mismas) 30|15 [0 Declaraciin expiicando ln faiia de firma
Raivindicaciones ale. O Mbu)dlpmw-)mdm
Resumsn 1 V1 como flem:
{lustraciones 14]7. [0 Tmduccidn de la soliciiud intemacional af (idioma):
Subtotal cantidad de hojes 64
Listados de sacuencias 11|8. [0 Indicaciones separades concemientes s orgeniamos
Tablas relacionarias u ofro material bloldgico depositados
{para ambos, cantidad real de 9. [ Usisdos da secuancias en forma iaghie por
hgjas sl esid preseniado en computadora (fndicer tipo y cantidad de soporiss)
forma da papel, sstd 0 no M 0O Copla suministrads solo a los fines da la
prosoniado también en forma bisqueda Iinternacional, segin I regia 13/er
logible por computedora; ver (¢) (y no como parte de la solichiud intamacional) : Disco1
® [0 (soloal ol casliero b)(D o (c)(7) esid marcado an
Tou! » i :ﬂmmlﬂ. ndo
cua ,
b) 1 Soko en forme tegible por Gestiaca & a bosgueda emarional segtn i
com| regia 134or
{Seccidn 80(a)N) (8 0O )unio con deciareciones releveniss para
M O Ustedos de secusnciss identificar ln{s) copia{s) con los Gstados de
() OO0 Tabiss reiscionadas secuenciss mencionadoa en la columna
Iquienda :
¢) 0 También en forma legibis por | 10. [ Tabiss en forma leghis por computadomn reiscionadas
com con los Estedos de sscuencias {(Indicer tipo y cantidad
(Secclén B0{(s)(W) De aoporisa)
M O Liatados de sscuenciss M 0O copla suminisirada soio a los fines da la
M OO0 Tablas relacionadas busquada Intamacional, segun la regla 802
(b-cnmiey) (y no como parte de ka solicitud
Tipo y cantidad de saportes Intamacional) :
(disquete, CD-ROM- CD-R, u otro) @ 0O (soloalel ceslero (b)) o (aD exid mercado en
En los cusles eslin contankios los ia cofusmna Ixquderds) copiny adicionaies,
[) Listedos de secusnciss incluysndo, cuando conmesponds, la copla
1 Tebiss relacionadas destinada a (a bdsqueda intamecional sagdn la
Las copias adicionsles deban ser regla 802 (b-quater)
indicadias en los llsm () wo 10 (), en) (@ O Junto con declaraciones relevantes para
fa columna derecha) identificar lu(a) copia(e) con las tablas
mencionades en i columna kquierda
11. [0 Otros (especiicar): tranamision
[Figura de las Iustraciones Langua de presantacidn de la
qulpudlnmﬁlrol Solickud Intemacional Ingiés
Glmpoll'x — Finma del solicitants, agents o comin

repressntante
Praximo a cada una de jas firmas indicar ol nombre de /a persona, firmante y Is capacidad por fa cusl firma (sf ial

__Par uso exclusivo de ia Oficina Racapiors
1. Fecha de recepcion roal de ia solicitud intemacional pretendida:

2 lustciones

3. Fecha comegida de |a recapcidn real debkio 8 eSciR0s 0
Bustraciones que compiaten la soficiud internacional pretendida
y recibidos mis tarde paro en tdrmina:

O Rechbides

segln artieulo PCT 11(2):

4. Fecha de recepcidn en tirmino de las correcciones requerkias

§.  Omanismo de Blsqueda
Iintamacional (cuando das o
mlmmmm

8. LI Transmisién de copia de O
biacueda
ol pago de In tusa de

No rechides
dermorada hasta

"Fecha de recepcion de la copla rogistrade
Ia Oficina Intamacionak

___bisgueds ____
Pars uso eichusivo da ia Oficing Intsmacional

| por 16 LHICIE INNTecOnel.
Formulario PCT/RO/M01 (ditima hoja) (enero 2003)

Ver Notas al formulario de Solicifud

/6y



Eata hoja no forma parts y no estd considersda como hoja de la solicliud intemacional

PCT [ —Pam uso excushvo del oficine |

HOJA DE CALCULO DE TASAS

Anex de la soliciuxi
Solicitud Intamecional N*

e el grepemea E23S1AWOM! Sallo fechador de Ia oficina receptors

[CALCULO DE LAS TABAS PRESCRIPTAS
1. TASA DE TRANSMISION L

[T]
2. TASA DE BOSQUEDA | [8]

b

Blsqueda intemacional Bevada s cabo por __EP
(Si dos 0 més organiamos de bilsgueda infamacional son compaianiss para
Ml&hWMhﬂdWﬂle
o8 sslectionado pera levar & cabo ia biaqueda intemacional)

3. TASA INTERNACIONAL
Tenn Bésica
Dudaulplhnhlmm)yb(c)dllmﬂ'lx.
ingresar sublotal cantided de hojes
Donde no se spicen ios ftam (b) y (¢) dal campo N® LX,
ingresar total camtikied de hojas

[BT] Primems 30 hojas .........ccoverrrsnssnens | 478.00 [b1]

82] % . 1200 = |  apoof6z]

Cantidad de hojas Tasa por
hols

[53] Components sdicionai (solo s los istados de sacusncias y/o tablas rels-
clonadas con los mismos estin presentados en forma legible por compu-
tadora, segin la seccidn 801(s)(), © smbos on ial forma y en papal, se-

gin lasaccién 801(a)(l)
. = | [3]

T
Sumar montos de b1, b2, b3 & Ingresar tal suma en B | ano.oo-

Tasss de deaignacién
La soficliud intemacionsl confiene TODAS s designaciones

8 x 104.00 = 520.00

~ Cantided de taas do Monto de tesa de
duunlddnlgqlr designaciin
Sumar montoa de B y D & Ingreser tal suma en | l 1

{Los soiicitantes da clarios esincos tenen derecho & une reduccidn dal 75
% dls is insa intemacional. Crando of soliclianiy Sens (o fodos ko soliciien-
Iaa tienon) aala derecho, of lolal & ser ingreaadio on 1 as of 25 % de la suma
da jop montos ingresados en B y D.)

4. TASA POR DOCUMENTO DE PRIORIDAD (s o8 apibabis) 1 20.00[P |

8. TOTAL DE TASAS A PAGAR

Sumar montos de T, S, | y P @ ingresar tal suma sn TOTAL :OTEIAzllm

Las tesas de designackin ain estén sin pager

FORMA DE PAGO
@ Aurtorizecion paradebl- [J Gim bancerie O Efeciivo O Cupomes

tar en cuenta
& Gh:l.l tver 203 [J Gir bancario [J] Estampilias fiacales _D Otros fespeciicer)

AUTORIZACION PARA DEBITAR (O ACREDITAR) EN CUENTA BANCARIA
Eala forma de pago no eaid disponible en fodas ins oficines
Raceploras Oficina recephora: RO Us

—

f
-] mhﬂnmﬂbhdhldahhnum Cusnta bancaria N™ a2-2117

B mmmMMmdhmn Fecha: 2B de mayo de 2003
condicionss pare cuenta bancerle de ia oficina receptora)
Autorizacién para debitar cuaiquier déficit o acreditar Nombra: Wendy L. Washtisn
cuaiquier sobrepago del total de iss issss indicadas arriha

B Autorizacikin para debitar Ja tzsa pars el documenio de Fima: (Firmado)

Priorkdad .
Formulario PCT/RO/101 (anexo) (enero 2003) Var Noias al formulario de Solicitud
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<110> Pan,

Wu,
<120>
<130>

<150>
<151> 2002
<160> 16

<170>

<210> 1

<211> 1888
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

cara
{922

<400> 1

aaagaagatg
tgaatccagc
gctcacagtt
ttagtaagaa
agcttgcgta
taaaaataat
cttagtatga
cagatactgg
actatacata
cccattttac
catattttgt
ctcatgagta
ttctaagaaa
ggtaaagtaa

aaggtagctg

Junliang
Qingyu

52351AaN0M1

Us 60/384.108

~05-31

Homo sapliens

ct_miac
}..(922)

aaatagaaac
ccttatgtta
cttgattece
cacaatccag
ggctggttac
agcttettece
caccfgccac
tttacaaatc
tgcaatattt
aaatgcatat
tgtctttaca
attttcaaaa
aacccaatga
tcattactgt

cttttgaatg

LISTADO DE SECUENCIAS

PatentIn versidn 3.2

nesa c,got

ttgtacttgg
taggctgagt
agactggcac
aagtcactgce
étcacttcag
tcagagtagt
ataatatgaa
ggatgttaga
tctacatttg
ttttttctea
tggetttett
tttccattaa
agtgttttte
gttgagtacc

acaggcagga

cctcagaatg
taactgtgge
tgcggtgatg
ctcgggggaa
ctecectgaat
tggtggaact
ctgaattatt
ataacatgga
atctcacttce
gcaataatgt
taaataatgg
gatcttgatt
tttgceacat
tccagtgecee

atttgttege

Secuenclas de control del gen de corina humano

cctgtagaaa
ccagaaagac
gtgtgtgatg
tceccagetca
ctgctttett
gaaagaatac
gtgaattatg
atcagtgttt
agaaacaaaa
tcaagaacaa
ggatggattt
gaaattggat
ttgacaattg
tccttgacgce

cttttaggtt

ccttagcaat
tatgtgattt
aggtagtatc
gcttcttget
atctctaaaa
atgtaaagtg
ataaatttgt
cagtcatttt
tactgécccc
gtgcttggece
attaaataac
gaaaaatcat
ccttggactt
tgeccttagaa

cagcctgtag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
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gtgccctetg
ttgtccetge
cctaacagaa
ttttttgaga
actctggtta
tttgetecca
ctegtggagt
agaataactt
tatgggtggg
gagcagacaa
agasaatcat
aaaagtggac
ccggaagagc
cctaccgcag
gceccegtee
tctgacagtt
accaccaccece
<210> 2

<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<221>
<222>
<223>

<q400> 2
aagcttcatg

ctggccacat
tgagttactt
accaagatat

ttctgggtgg

4165

caggaaatca
agcctcagca
cgcaagttte
taaacttgtt
aaagaaaatqg
accagtctte
gtaagttttt
cfttgnatgc
acccagagac
aatatggggc
ccgtagtgee
agaagaataa
gctgeccgeag
ccaggtgtga
tctecteege
cegegeteag

cggtegeceg

Homo sapiens

caract misc
(3363)..(3363)
nesa, c

go

agggcaggag
agtagatgct
aaaacaacag
aacaaattat

acattaattt

gnaactaggg
aagactcagg
catatgcotg
ctttaattge
ctttcgatgt
cacaacttaa
gagggagacc
aaagaggtgg
gggagtgaag
ccetggeget
tccoccgyggy
gcgagacttt
agccgggtee
tggecctctta
ccgatgecac
cgecetgeac

gegtcega

tgcagttttg
agtattcgtt
aaatttattce

atctgcaaag

ggcagggagt

ttttggaage
cagtctggca
atgcaaataa
cagegectge
gatatggcaa
acttaategt
agcagaaact
ggacacggag
ggagggtgtg
tasagttcag
acacgtagag
ttatcecatga
ccaaagceqg
gteccecggtga
ctecttecee

ccagttccca

tttattactg
tcctagggcet
tttecacagtt

cctttattte

agtgggggga

agtcagggtg
asagcagttt
tggectccaa
agttaatttt
atttggagaa
cctgtccttt
gactttccat
gatctgtcat
gcccgegggt
tttgtetete
gagAGAAAAgG
aacagtectce
taagatcgat
attcagggte
agccgecggt

ggcgcacggc

taacctcaga
gctgtaacag
taggtggcea
cacagaacca

cactaaccta

gggttctecece
cttcagcata
acgttaaacc
gattggctac
aagt;actht
ttetgetgee
atgececctga
tacgggttat
gggatctgta
ttgagcttgg
cgaccaagat
tgecctoget
gattegetgt
agccecctcec
gagctcecge

cctggtceccy

gtagagaagc
ataccataca
gaagtcccaa
cattctgagg

ctacagtgcet

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

lasge

60
120
180
240

300
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cagtaaatat
gatgttttca
tccocagattt
aagctattta
agtaagtgee
ctatatgtaa
caaaggaaac
aagtgccetgg
acctcataac
cagatgtgag
gagggagctc
tggccaaagg
actagatgtg
ttacetcett
attatgtaca
tgggctagag
actctecect
ttttttattt
cccaaageta
tgtttaatac
ttcatctgge
agccatgggg
cttgettcte
aatttgatct
ggtatattca
ttasattatc
gctagaaatg

agctgaaatg

ttattgggtg
tcacagtctt
tttaggctce
actttgtaag
caataagttt
tcctcataac
tagatttgtt
cacatagtac
tttaagacat
gtgaggtgag
catgtcattg
taggggcata
tgagaggact
cccaatgact
tcaaacagaa
tgtattatag
ctctgcaaca
tgaaggcettt
tteteacatt
attccacaag
agccagcaaa
tagcatatct
cgtgatctet
gtaatgtgat
atatctttaa
taactagttg
tttetttttg

caaatgtagc

aatgaaaatt
ctcttaataa
aattctgett
cctcagttte
taactattat
aaccgtatta
tcaagaatga
atagaatagc
ctcaaattga
gtgaggcatc
agggagctcce
tttaggcagt
aaaaataaaa
actgtggtat
gatctacaca
tacatatqgqgqg
ggtaaattte
gtatctttat
atttgcaagt
actgaaagtc
cccaaaataa
gttttagcta
tettgttett
atgtggctga
tttttecata
gatgtatgct
taaaattatt

tagtttttit

cagagtgtat
ctgctacaga
ctaccacttt
ttctgtaasa
tatgtgtcta
ggtgagccta
aaaacctaga
ttagctacaa
ttcacasatc
tcagtttttg
acgtcattga
gaaattgcag
ttectttgaa
attagagtag
aattgtttta
tatgttgttt
cagtttacct
atctcagctg
attttttcat
ttggtgaggg
gtattagttg
ctgcttgect
aaattgtctt
agtttgetct
aatctcttca
tgaagtgcta
ttaagaaact

taaagaataa

tctaagctgt
acataaggat
ctacttgtga
tggtgacaat
tagctatttt
ttacacttct
aaattatatg
taatatagat
agaaaaaaaa
cacatatggt
gggaggactg
ttatgggacc
atttecttaca
gggattgatg
tcagatactg
tcocecectttt
ttttecttget
aaaatattac
agtttacatg
caggaactct
aatgaatagc
gttatcatce
cagttgtagt
gtaaaatcac
aggtttgtgt
gacaataaaa
agatgatggt

ttcaaataqg

aaaccccttg
tagtttgtgg
gctcettagge
aagaaataac
aaagcacttt
cattttatga
tcactttatg
atgtgacttt
tctgaggcat
tactgttatt
ggtgggatge
cctctatage
gggtcatata
tcccagaaat
aatatatcaa
gactaaataa
gtttttaatt
attctaactc
tttgtgtatt
gtctaggttg
taaatagatg
taoggatgctg
actaagtact
cgtttcatga
gtgttttett
gtttcaatag
tgtcacttga

tcattaaaga

360
420
480
540
600
660
720
780
640
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1960
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-ttactntgag
ttatgattcet
gagacttcta
catctttace
tetggtgetg
tgtttatttt
agtgagggag
gtccetgtag
cttgtacttg
ataggctgag
cagactggca
gaagtcactg
cttcacttca
ctcagagtag
cataatatga
cggatgttag
ttctacattt
tttttttcte
atggctttct
atttccatta
aagqtgtttitt
tgttgagtac
gacaggcaqgyg
agnaactagg
aaagactcag
ccatatgect
tctttaattg
gctttecgatg

ccacaactta

cacactgcat
tgacatttta
atagtttatg
ctcatttttt
ttggtaacta
acaccattaa
actgatcgac
cacctccace
gcctcagaat
ttaactgtgg
ctgcggtgat
cctceggggga
gctccctgaa
ttggtggaac
actgaattat
aataacatgg
gatctcacté
agcaataatg
ttaaataatg
agatcttgat
ctttgcecaca
ctccagtgce
aatttgtteq
gttttggaag
gcagtctgge
gatgcaaata
ccagcgectg
tgatatggca

aacttaatcg

attceaatca
atgagcacac
attcttgaca
atgtcattac
gaactggttg
tgcaattage
cctatctcaa
agagggcaga
gcctgtagaa
cccagaaaga
ggtgtgtgat
atcecagctc
tctgetttet
tgaaagaata
tgtgaattat
aatcagtgtt
cagaaacaas
ttcaagaaca
gggatggatt
tgaaattgga
tttgacaatt
ctccttgacg
ccttttaggt
cagtcagggt
aaaagcagtt
atggccteca
cagttaattt
aatttggaga

tectgtecett

gtttgaatat
tgcatattca
ttttaaaagt
cttcatgcaa
ggttttcttg
tttagttete
atccactgac
aagtggaaga
accttagcaa
ctatgtgatt
gaggtagtat
agcttcttge
tatctctaaa
catgtaaagt
gataaatttyg
tcagtcattt
atactgecee
agtgecttgge
tattaaataa
tgaaaaatca
gccttggact
ctgccttaga
tcagectgta
ggggttctcc
tcttcageat
aacgttaaac
tgattggcta
aaagtaactc

tttectgetge

gttttgagac
aatcaqgtttg
ttattataaa
agaatacctc
ctaaaaggaa
agaggaacta
gtagctactt
gaaagaagat
ttgaatccag
tgcteacagt
cttagtaaga
tagcttgegt
ataaaaataa
gcttagtatqg
tcagatactg
tactatacat
ccccatttta
ccatattttg
cctcatgagt
tttctaagaa
tggtaaagta
aaaggtagct
ggtgecctcet
cttgtceccetg
acctaacaga
cttttttgag
cactctggtt
ttttgeteee

cctcgtggag

ttctaatagt
aatatgtttt
gaatataaaa
aggtattaat
gtttaaaaaa
aaagtggaaa
taatttcata
gaaatagaaa
cccttatgtt
tcitgattcc
acacaatcca
aggctggtta
tagettette
acacctgcca
gtttacaaat
atgcaatatt
casatgcata
ttgtctttac
aattttcaaa
aaacccasatg
atcattactg
gcttttgaat
geaggaaatce
cagcctcage
acgcaagttt
ataaacttgt
aaaagaaaat
aaccagtctt

tgtaagtttt

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2020
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660

3720

769



tgagggagac
caaagaqggtg
cqgggagtgaa
ccecetggege
ctcceegggg
agcgagactt
gagccgggte
atggcctctt
<210> 3

<211>

<212>
<213>

ADN
Mus

<400> 3
aactctgaaa

tccatcacag
ctetgggtte
cagaactcag
gacctcageyg
tgcttagtge
tagaaatggce
acgacacata
acttccttee
tctgettact
tattgaaatt
aaatttttgt
cttgggettc
gaatgcagct
gttcttgtca
ccgttteecee

tgecctgectt

1817

cagcagaaac
gggacacgga
gggagagtgt
ttaaagttca
gacacgtaga
tttatccatg
cccaaagecg

agtcccggtg

musculus

tgaaagaaac
actgcttaac
tcagatgggg
tcacaaaatg
ggttatgecca
agagceccgge
atgcctcact
gatgatattc
actcgtacaa
atatgtagcc
ttgaaaattt
tatcettgge
aatgcaacct
cecctgtctga
gacaatcgca
ccctaaactt

cgaaacctga

tgactttcea
ggatctgtca
ggcccgcggg
gtttgtetct
ggagagaaaa
aaacagtcte
gtaagatega

aattec

tcaactgage
tctggectte
ttcetgtggg
ccaccatcte
gttgectete
atgctggaac
gatgctggaa
ccacactcca
atgtgecettt
ttctctagtg
tgattaaaaa
ggttttttte
ttgetttgga
tgggcgcgaa
ggcccgagtt
gtagcagaag

catcttttcg

tatgcecetg
ttacgggtta
tgggatctgt
cttgagettyg
gcgaccaaga
ctgecectege

tgattcgctg

cttcaagatg
agggtggagt
tggtggtgtg
tggggagtgt
atctctaagt
actcaggttt
taacttgagg
tgtetttteg
gtccacacaa
gagatgggcet
tgcatttaaa
ttcaatttte
atgtctacac
tttgctggcce
ctectagecec
acagatttgc

aacacaacaa

aagaataact
ttatgggtgg
agagcagaca
gagaaaatca
taaaagtgga
tccggaagag

tcctacegea

ggtgaacgta
tggcaaatgt
cgcetgaggea
caggtcactg
taaagagggt
gtgaattgtg
tcaagtgtee
gaagcaaagt
tgatactcaa
acagtataac
actcacgttt
gataaatatt
tgettteett
cctgatttca
atgaagctca
aatttgtgta

acttgtecatt

tctttgaatg
gacccagaga
aaatatgggg
tccgtagtge
cagaagaata
cgctgecgea

gecaggtgtg

cacccactgt
gtctcctggg
gtgtctecagt
cctaccaaat
atgtgcaaaa
aaacccttgt
ctecgtcttta

acccattace

ggtcttattyg

cttgaataat
aagaaaactt
taagaattgt
gacgctatta
gcctgggeag
aacagcaacg
acacgaataa

ggatcgetag

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140

4165

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



tgtctgaaga
gttctagatyg
tetgecctea
tgtttgtttt
atagaaaaat
tatgggtagg
cagcagacaa
agacacccgt
gtggacagag
cagccgecga
caggtcgcgt
cctectttea

gtggctcgtt

gctggcagtc

<210> 4

<211> 391
<212> ADN
<213>

<400> 4
agtaactctt

tctgctgece
tgccectgaa
acgggttatt
ggatctgtag
tgagcttgga

gaccaagata

<210> 35
<211>
<212>
<213>

ADN

cattcatttt
tg;tnatgag
acaaagcagc
ttcectqggtg
aacttttttg
acccagagac
aatatgggge
agtgcctcte
gagaaagata
gctgacgecee
ggcctgagtc
tegggtgeea
ctagtceccca

atgggca

Homo saplens

ttgctcccaa
tegtggagtg
gaataacttc
atgggtggga
agcagacaaa
gaaaatcatc

agagtggacn

1203

Homo saplens

gatacttgcec
agttcggaag
aaaggccaaa
tggaggatgg
aaggctgggg
gtgagtgaag
tccaatecee
ctcgagatcc
tgttcacgaa
caaagagggt
ctggtgactt

cctecttcee

ggcagacggt

cceagtcttce
taagtttttg
tttgaatgca
cccagagacg
atatggggcce
cgtagtgcct

sllsn.knng

tggctagaat
agagcagccc
agctgcetgee
gggcagtaga
tgggtatgga
ggagggagtg
tgagtataac
atagagcaga
acggccceec
aagatccacc
cagagtcaac
gtccgtaggt

ccctecactcce

acaacttaaa
agggagacca
aagaggtggg
ggagtgaagg
cctggegett

ccccggggga

cctgtatgag
tttacactge
ccatagttga
ctcttggete
ggaactgtct
gtctgcgggt
ttcactccga
gaaaagcgac
gceccttgetce
ctectegetce
cttttttctc
cagtgagcac

tgtggcttgg

cttaatcgtc
gcagaaactg
gacacggagg
gagggtgatgg
aaagttcagt

cacgtagagg

gggatagact
tcaacaaagt
agggttggtt
tccatetgee
cattaagggt
ggggtctgcce
gtgaggagaa
cgagataaga
cggaggagta
ctccagcaca
cctgtcectt
agacttctca

cgtcggagac

ctgtcctttt
acttteccata
atctgtcatt
cccgegggtg
ttgtctetet

agagaaaagc

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1817

60
120
180
240
300

360
301

11



<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 5
ataaaaataa

gcttagtatg
tcagatactg
tactatacat
ccccatttta
ccatattttg
cctcatgagt
tttctaagaa
tggtaaagta
aaaggtagct
ggtgccetet
cttgtecctg
acctaacaga
cttttttgag
cactctggtt
ttttgctece
cctcgtggag
aagaataact
ttatgggtag
agagcagaca
gagaaaatca
taaaagtgga
<210> 6

<211>

<212>
<213>

ADN

caract_misc
(623) .. (623)
nesa,c, got

tagcettctte
acacctgcca
éittacaaat
atgcaatatt
diaatgcata
étgtctttac
aattttcaaa
aaacccaatg
atcattactg
gcttttgaat
gcaggaaatc
cagcctcage
acgcaagttt
ataaacttgt
aaaagaaaat
aasccagtctt
tgtaagtttt
tetttgaatg
gacccagaga
aaatatgggg
tcegtagtge

cagaagaata

4023

Homo sapliens

ctcagagtag
cataatatga
cggatgttag
ttctacattt
tttttttcte
atggctttct
atttccatta
aagtgttttt
tgttgagtac
gacaggcagg
agnaactagqg
aaagactcag
ccatatgect
tctttaattg
gctttcgatg
ccacaactta
tgagggagac
caaagaggtg
cgggagtgaa
cccectggege
ctccececgggg

agc

ttggtggaac
actgaattat
aataacatgg
gatctcactt
agcaataatg
ttaaataatg
agatcttgat
ctttgceaca
ctccagtgece
aatttgttcg
gttttggaag
gcagtctgge
gatgcaaata
ccagcgcctg
tgatatggca
aacttaatceqg
cagcagaaac
gggacacgga
gggagggtgt
ttaaagttca

gacacgtaga

tgaaagaata
tgtgaattat
aatcagtgtt
cagaaacaaa
ttcaagaaca
gggatggatt
tgaaattgga
tttgacaatt.
ctccttgacg
ccttttaggt
cagtcagggt
aaaagcagtt
atggecteca
cagttaattt
aatttggaga
tectgtectt
tgactttcca
ggatctgtca
ggcccgcggyg
gtttgtetet

ggagagaaaa

catgtaaagt
gataaatttg
tcagtcattt
atactgeccce
agtgcttgge
tattaaataa
tgaaaaatca
gcecettggact
ctgccttaga
tcagcetgta
ggggttctce
tettcageat
aacgttaaac
tgattggcta
aaagtaactc
tttctgetge
tatgecceetg
ttacgggtta
tgggatctgt
cttgagcttg

gcgaccaaga

60
120
180
240
300
360
420
4890
540
600
660
720
180

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260

1283

172



<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 6
aagettcatg

ctggccacat
tgagttactt
accaagatat
ttctgggtag
cagtaaatat
gatgttttca
tcecagattt
aagctattta
agtaagtgce
cktatatgtaa
caaaggaaac
aagtgcctgg
acctcataac
cagatgtgag
gagggagctc
tggccaaagg
actagatgtg
ttacctcctt
attatgtaca
tgggctagag
actctcccct
ttttttatte
cccaaagcta
tgtttaatac

tteatctgge

caract_misc
(3363) .. (3363)
n es a,

c, go

agggcaggag
agtagatgct
asaacaacag
aacasattat
acattaattt
ttattgggtg
tcacagtctt
tttaggctce
actttgtaag
caataagttt
tcctcataac
tagatttgtt
cacatagtac
tttaagacat
gtgaggtgag
catgtcattg
taggggcata
tgagaggact
cccaatgact
tcaaacagaa
tgtattatag
ctctgcaaca
tgaaggcttt
ttctcacatt
attccacaag

agccagcaaa

tgcagttttg
agtattcgtt
aaatttattc
atctgcaaag
ggcagggagt
aatgaaaatt
ctcttaataa
aattctgett
cctecagtttc
taactattat
aaccgtatta
tcaagaatga
atagaatagc
ctcaaattga
gtgaggcatc
agggagctcce
tttaggcagt
agaaataaaa
actgtggtat
gatctacaca
tacatatggg
ggtaaatttc
gtatctttat
atttgecaagt
actgaaagtc

cccaaaataa

tttattactg
tcctaggget
tttcacagtt
cctttattte
agtgggggga
cagagtgtat
ctgctacaga
ctaccacttt
ttctgtaaaa
tatgtgtcta
ggtgagccta
aaaacctaga
ttagctacaa
ttcacaaatc
tcagtttttg
acgtcattga
gaaattgcag
ttcctttgaa
attagagtag
aattgtttta
tatgttgttt
cagtttacct
atctcagetg
atéttttcat
ttggtgaggg

gtattagttg

taacctcaga
gctgtaacag
taggtggceca
cacagaacca
cactaaccta
tctaagetgt
acataaggat
ctacttgtga
tggtgacaat
tagctatttt
ttacacttct
aaattatatg
taatatagat
ageaaaaasasa
cacatatggt
gggaggactg
ttatgggace
atttcttaca
gggattgatyg
tcagatactg
tcececetttt
ttttettget
aaaatattac
agtttacatg
caggaactct

aatgaatage

gtagagaagc
ataccataca
gaagtcccaa
cattctgagyg
ctacagtget
aaaccccttyg
tagtttgtgg
gctettagge
aagaaataac
aaagcacttt
cattttatga
tcactttatg
atgtgacttt
tctgaggcat
tactgttatt
ggtgggatgc
cctctatage
gggtcatata
tcccagaaat
aatatatcaa
ga;taaatna
gtttttaatt
attctaacte
tttgtgtatt
gtctaggttyg

taaatagatg

60
120
1080
240
300
360
420
480
540
600
660
720
7680
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

in3



agccatgggg
cttgettete

aatttgatct
ggtatattca
ttaaattate
gctagaaatg
agctgaaatg
ttactatgag
ttatgattct
gagacttcta
catctttacc
tctggtgetg
tgtttatttt
agtgagggag
gtccetgtag
cttgtacttyg
ataggctgag
cagactggca
gaagtcactg
cttcacttca
ctcagagtag
cataatatga
cggatgttag
ttctacattt
tttttttete
atggetttct
atttccatta

aagtgttttt

tagcatatct
cgtgatctet
gtaatgtgat
atatctttaa
taactagttg
tttctttttg
caaatgtagc
cacactgcat
tgacatttta
atagtttatg
ctcatttttt
ttggtaacta
acaccattaa
actgatcgac
cacctccacc
gcctcagaat
ttaactgtgg
ctgcggtgat
cctcggggga
gctccctgaa
ttggtggaac
actgaattat
aataacatgg
gatctcactt
agcaataatg
ttaaataatyg
agatcttgat

ctttgccaca

gttttagcta
tettgttett
atgtggctga
tttttccata
gatgtatgcet
taaaattatt
tagttttttt
attcaaatca
atgagcacac
attcttgaca
atgtcattac
gaactggttg
tgcaattage
cctatctcaa
agagggcaga
gcectgtagaa
cccagaaaga
ggtgtgtgat
atceccagcte
tetgetttet
tgaaagaata
tgtgaattat
aatcagtgtt
cagaaacaaa
ttcaagaaca
gggatggatt
tgaaattgga

tttgacaatt

ctgettgect
aaattgtett
agtttgetct
aatctcttca
tgaagtgcta
ttaagaaact
taaagaataa
gtttgaatat
tgcatattca
ttttaaaagt
cttcatgcaa
ggttttettyg
tttagttctc
atccactgac
aagtggaaga
accttagcaa
ctatgtgatt
gaggtagtat
agcttettge
tatctctaaa
catgtaaagt
gataaatttg
tcagtcattt
atactgcecc
agtgettgge
tattaaataa
tgaaaaatca

gcettggact

gttatcatce
cagttgtagt
gtaaaatcac
aggtttgtgt
gacaataaaa
agatgatggt
ttcaaatagg
gttttgagac
aatcagtttg
ttattataaa
agaatacctc
ctaaaaggaa
agaggaacta
gtagctactt
gaaagaagat
ttgaatccag
tgctcacagt
cttagtaaga
tagcttgegt
ataaaaataa
gcttagtatg
tcagatactg
tactatacat
ccccatttta
ccatattttg
cctcatgagt
tttctaagaa

tggtaaagta

tgggatgctg
actaagtact
cgtttcatga
gtgttttett
gtttcaatag
tgtcacttga
tcattaaaga
ttctaatagt
asatatgtttt
gaatataaaa
aggtattaat
gtttaaaaaa
aaagtggaaa
taatttcata
gaaatagaaa
cccttatgtt
tcttgattce
acacaatcca
aggctggtta
tagcttette
acacctgcca
gtttacaaat
atgc;atatt
caaatgcata
ttgtctttac
aattttcaaa
asacccaatg

atcattactg

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

3240

My



tgttgagtac
gacaggcagyg
agnaactagg
aaagactcag
ccatatgect
tctttaattg
gctttecgatg
ccacaactta
tgagggagac
caaagaggtg
cgggagtgaa
ccecctggege
ctececccgggg
agc

<210> 7
<211> 20
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 1
aagcttcatg

<210> 8
<211> 26
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 8

ctccagtgece
aatttgtteg
gttttggaag
gcagtctgge
gatgcaasata
ccagcgcctg
tgatatggca
aacttaatcg
cagcagaaac
gggacacggs
gggagggtgt
ttaaagttca

gacacgtaga

cebador

agggcaggag

cebador

ctcecttgacy
ccttttaggt
cagtcagggt
aaaagcagtt
atggccteca
cagttaattt
aatttggaga
tectgteett
tgactttceca
ggatctgtca
ggcccgeggyg
gtttgtetet

ggagagaaaa

secuencia artificial

gecuencia artificial

gagctegett attcttetgt ccactt

<210> 9
<211> 26
<212> ADN
<213>

sacuencla artificial

ctgeccttaga
tcagcctgta
ggggttetec
tettcageat
aacgttaaac
tgattggcta
aaagtaactc
tttetgetge
tatgcccctg
ttacgggtta
tgggatctgt
cttgagcttg

gcgaccaaga

asaggtagct
ggtgecctet
cttgteectg
acctaacaga
cttttttgag
cactctggtt
ttttgctcece
cctegtggag
aagaataact
ttatgggtag
agagcagaca
gagaaaatca

taaaagtgga

gcttttgaat
gcaggaaatc
cagcc;cagc
acgcaagttt
ataaacttgt
aaaagaaaat
aaccagtctt
tgtaagtttt
tctttgaatg
gacccagaga
aaatatgggg
tcegtagtge

cagaagaata

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
36840
3500
3960
4020

4023

20

26



<220>
<223> cabador

<400> 9
aagcttataa aaataatagc ttcttc

<210> 10

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
aagcttagta actcttttgc tcccaa

<210> 11

<211> 42

<212> ADN

<213> sgecuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 11
cgtagaggag agaaaagcga ccaagataaa agtggacaga ag

<210> 12

<211> 42

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> gonda

<400> 12
cgtagaggag agaaaagcga ccaacttaaa agtggacaga ag

<210> 13

<211> 42

<212> ADN

<213> pBecuencla artificial

<220>
<223> sonda

<400> 13
catagagcag agaaaagcga ccgagataag agtggacaga gg

<210> 14

in¢

26

42

42



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

catagagcag agaaaagcga ccgacttaag agtggacaga gg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

42
ADN
secuencia artificlal

sonda

14

15

27

ADN

secuencia artificial

sonda

15

cacttgataa cagaaagtga taactct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16

27

ADN

secuencia artificial

sonda

16

cacttcttaa cagaaagtct taactet

42

27

27

LY
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FIGURA 3

e e
AACTCTGARATGARAGAARCTCA-ACTGAGCCTTCARGRTGOGTGAACGTAC

---ACCCA

-1596 b

-1810

-1537 ‘TTGARTCCAGCCCTTA-TGTTATAGGCTGAG- TTAACTGTGGCCCAGRAAGACTATGTGA h
N 11

IgiEN 1V L o R
-1754 CTGT-TCCATCACAGACTGCTTAACICTGACCTTCAIGATAG- - ~AGTTCGCAARTATG

] sitio Tbx5
$ TTTGCTCACAGTTCTTGATTCCCAGACTGOC - ~-ACTGOGG-TGATGGTUTATGATGAGGT h
L R R LT
- =GCTCTCEETTCICAGATGAGATTCCTGTCCCTCGTOTTGTACGCTGAGGE o

-1699 TCTCCTGG
-142
-1641

2 AGTATCTTAGTAAGAACACRATC-CAGAA-GTCACTGCCTCOGGIGARTCCCAGCTCAGE h
RN R i Iy
AGTOTCTCAGTCACARCTCAGTCACARARTGCCACCATCTCTGOGGAGTOTCAGGTCA-C, m

-1364 h
LA L b R H R}
-1582 L ~T6C- =4 ~CAJTTOCCT -~ ~ o v~~~ mm CICAT m
-1304
L Ml e il e i
-1538 CTCTAMGTTAAAGA--~--===========~ ~GOGTAT- --GTGCAA-~-ARTGCTTA--- m

-1244 GTARAGTOCTTAGTATGACACCTGCCACKTARTATGAACTGAATTATTCTGARTTATGAT h
I 1 1 i1 it i
4 GTCCAGAGCCOGICATG-~-~CTBGARCA CTCAGT-TTCTGARTTCTGAA

-1184 AAX

TTIGTCAGATACTGGTTTACAAATCGGATCTTAGAATAACATCGAATCA-GTGTTIC h
. LU Oy 1 LA A R R
ACCCTTOTTAGANA-TOGCATGCCTCACTGATGCTOGAATAACTTGAGOTCANGTGTCCC

5 AGICATTTEACTATACATATGCAATATTTICTACATTTGATCICACTTCAGAAACAARAT b
' T W Vel il
99mcl-umlulnlalugummm-mcmmqmmmm

~1065 AC---

TGCCCCCCCCATTTTACAARTGCATATT TITTTCTCAGCA -
o i ittty il it
-1340 ACCCATTACCACTTCCTICCACTCOOTACAARTGTGCCTTTGTCCACACAATGATACT -~~~ 1

16GA h
1
-1283 CAAGGTCTT- ----ATTGTCIGCTTACTATATGTAGCCTTCTCTAG- - - - TGGAGATGGG



4/14
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FIGORA 3 ~ continuacidn
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FIGURA 5
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FIGURA B

-4037 AAGCTTCATG AGGGCAGUAG TUCAGTITIG TTTAYTACTG TAACCTCAGA GTAGAGAAGC
~3977 CTGGCCACAT AGTAGATGCT AGTATICGTT TCCTAGGGCT GCTGTARCAG ATACCATACA
-3917 TORGTTACTT AARMACAACAG ARATYTATIC TTTCACAGIT TAGOTGUCCA GARGTCCCAA
-3857 ACCAAGATAT ARCARATTAT ATCIGCAAAG CCTTTATTTC CACAGAACCA CATTCTGAGQ
-3797 TICTOUGT0G ACATTAATIT GOCAGGAAGT AGTOGGGGGA CACTAACCTA CTACAGTOCT

~3737 CAGTAARTAT TTATTGOGTS AATGAARATT CAGAGTGFAT TCTAAGCTGT ARACTCCTTO-

~3677 GATGTTITCA TCACAGTCIT CTCTIAATAA CTGCTACAGA ACATAAGGAT TAGTTTGTGO
~3617 TCCCAGATTT TTTAGGCTCC ARTTCTOCTT CTACCACTIT CTACTTIGTGA GCTCTTAGIC
-3557 AAGCTATTTA ACTTTGTAAG CCTCAGTTIC TICIGTAAAA TGGTGACRAT AAGAAATAAC
-3497 AGTRAGTOCC CAATAAGTIT TAACTATTAT TATGTGTCTA. TAGCTATTTT AAAGCACTTT
-3437 CTATATGTAA TCCTCATAAC AMCCUTATTA GUTGAGCCTA TTACACTICT CATTITATGA
sitioc RF-AT
-3377 CAAMGGAMAC TRGATTTGTT TCAAGAATGA AAMACCTAGA ARATTATATG TCACTTTATG
~3317 ANGTUCCTO0 CACATAGTAC ATAGAATAGC TTAOCTACAA TARTATAGAT ATGTGACTTT
~3257 ACCTCAYAAC TTTAAGACAT CTCRAATIGA TTCACAAATC AGAAAAAAAA TCTGAGGCAT
-3197 CAGATOTGAG GTGAGGTUAG GTGAGOCAYC TCAGTTITIU CACATATGGT TACTGTTATT
-3137 GAGOGAGCTC CATOTCATIG AGUGAGCICC ACGICATIGA GOGAGGACTG OUTOGGATOC
-3077 TOGCCAARGO TAGOGUCATA TITAGOCAGT GAAATTOCAG TTATGOGACC CCTCTATAGC
-3017 ACTAGATOTO TGAGAGGACT ARAAATAARA TTCCTTIGAA ATTTCTTACA GOGTCATATA
-2957 TYACCTCCTT COCRATGACT ACTOTOOTAT ATTAGAGTAG QOUATTGATG TCCCAGAART
-2897 ATTATGTACA TCAAACAGAA GAYCYACACA AATTGTTITA TCACAYACTG AATATATCAA
~2837 TOUGCTAGAO TOTATIATAG TACATATGO0 TATGTTUTIT TCCCCCITIT GACTAAATAA
=2777 ACTCTOCCCT CTCTOCAACA GUTARATTIC CAGTTTACCT TTTICTIGCT GTTTTTAATT
-2717 TITTTTATTT TGAAGGCTTT QTRICTTTAT ATCTCAOCTG AAAATATTAC ATTCTARCTC
+2657 CCCARAGCTA TTCTCACATT ATTIOCAAGT ATTTITICAT AGTTTACATG TTIGTOTATT
-2597 TGTTTAATAC ATTCCACAAG ACTGAAAGTC TTUGTUAGGY CAGGAACTCT GTCTAGGTTO
-2537 TICATCTOGC AGCCAGCAAA CCCAAAATAA GTATTAGTIO AATGAATAGC TAAATAGATG
-2477 AGCCATS000 TAGCATATCT' OTTTTAGCTA CTACTTGCCT GTTATCATCC ‘TUGGATSCIC
-2417 CTTOCTTCIC COTGATCICT TCTIOTICTT AAATTOTCIT CAGTTOTAGT ACTAAGTACT
-2357 AATTTGATCT GTAATGTGAT ATUTGOCTGA AGTTIGCICT GTAAAATCAC CGTTTCATGA
" sitlo NFP-AT
-2297 GGTATATICA ATATCITIAA TTITICUATA AAYCICTTCA AGGTTIOICT GIGTITICIT
-2237 TTAARTTATC TAACTAOTIG GATUTATOCT TGAAGTOCTA GACAATAAAA GITTCAATAG
-2177 GCTAGAAATG TTTCTTITIG TAAAMTTATT TPAAGAAACT AGATGATOGT TGTCACTTGA
-2117 AGCTGAAATG CAAATGTAGC TAGTTTTTTT TAAAGAATAA TTCAAATAGG TCATTAAAGA
~2057 TTACTATGAG CACACYGCAT ATTCAARTCA GTTTGAATAT GTTTTGAGAC TTCTAATAGT
-1997 TTATGATTCT TGACATTITA ATGAGCACAC TGCATATTCA AATCAGTTIS AATATGTITT
1937 GAGACTTCTA ATAGTTTATG ATTCTIGACA TTTTAAAACT TTATTATAAR GAATATAAAA
-1877 CATCTTIACC CTCATTTTIT ATGTCATTAC CTTICATGCAA AGAATACCIC AGGTATTAAT
-1817 TCTGGTGCTd TTOGTAACTA GAACTUGTIG GITTTTCITG cmnmmmumnﬂ
N0 N¥-
<1757 TGTTIATITT ACACCATTAA TOCAATTAGC TTTAGTICIC AGAGGAACTA ARAGTOGAAA
-1697 AGTGAGGGAG ACTGATCGRC CCTATCTCAA ATCCACIGAC GTAGCIACTT TAATTICATA

190
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FIGURA 8 - continuacién

-1637 GTCCCTOTAG CACCTCCACC AGAGGGCAGA AMGTOGARGA GAARMGAAGAT GAARTAGAAA
=1577 CTTGTACTIG GCCTCAGAAT GCCTYTAGAA ACCTTAGCAA TTGAATCCAG CCCETATGIT
-1517 ATAGOCTGAG TTAACTOTOU CCCAGAAAGR CTATGTGATT TOCTCACAGT TCITGATICC
sitio Thx%
-1457 CAGACTGGCA CTGCGOTGRT OUTUTOTGAT GAOGTAGTAT CTTAGTAAGR ACACAATCCA
-1397 GAAGTCACTG CCTCAGGGGA ATCCCAGCTC AGCTTCTTGC TAGCTTGCGT AGGCTGATTA
=1337 CTTCACTTCA GCTCCCIGAA TCTGCTTICT TAYCTCTAAA- ATAAAAATAA TAGCTICITC
-1277 CTCAGAGTRAG TTOGTGUAAC TGAAAGAATA CATGTARAGT GCTTAAGTATG ACACCIGCCA
-1217 CATAATATGA ACTURATTAT TGTGAATIAT GATAARTTIG TCAGATACTG GTTTACAART
=1157 COGATGTTAG AATAACATOG ARTCAGTGTT TCAGTCATTT TACTATACAT ATGCAATATT
=1097 TTCTACATTT GATCTCACIT CAGAAACAAA ATACTACCCC CCCCATTITA CAAATGCATA
" =1037 TTTITTICIC AGCAATAATG TTCAAGAACA AGIGCTIGGC CCATATITIG TTGYCTITIAC
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PATENT COOPERATION TREATY

PCTAUS0Y/1674

192

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT Te:
NOTIRCATION CONCERNING WASHTIEN, Wendy, L.
SUBMISSION OR TRANSMITTAL Berlex Blosciences
OF PRIORITY DOCUMENT 2600 Hilitop Drive
(PCT Administrative Instructions, Sectlon 411) :|Shl:?:‘ld, CA 94804
United States of America
Date of malling {(day/manth/year)
12 August 2003 {12.08.03)
Apgplioant's or agent's file reference
§2351AWOM1 IMPORTANT NOTIFICATION
International application No. Interngtional flling date (dlvlmonﬂynld
PCTAUSOY/16741

28 May 2003 (28.05.03)

intsrnational publioation dete {day/montivyear)
Not yet published

Priority date (dey/monthiyest)
31 May 2002 {31.05.02)

Appiicant
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT et al

1. The applicant Is hereby notified of the dats of recsipt {axcept where the letters "NR™ appear In the right-hand oolumn) by the
. Imamational Buresu of the.priority document(s) relating to the eérlier appllostion{s) Indicated below. Lintess otherwise
Indicated by an esterisk appearing next to e date of reasipt, or by the letters "NR", In-the right-hand column, the priarity
documant concermned was submitted or transmitied 10 the international Bursau In complianoe with Rula 17.1(s) or.(b).

2. This updates and replaces any provioualy lssued nullﬁ-don oconceming submission or transmittal of priority doouments.

3. An asterisk(") spoearing next to a date of receipt, In the right-hand column, denotes a priority document submitted
of tranamitted to the internstional Bureau but not in complianoe with Rule 12.1(a) or (b). in such a case, the sttention
*  althe spplicent Is directed to Rule 17.1{c) which provides that no designated Offics may disregard tha priority olaim

conaarned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the national ph-io.to furnish the priotity document
within a time limit which ks mnnlbla under the circumstances.

4. The lettars “NR" appesring in the right-hand column denate a priarity documernt which was not received by the Intemnetionsl
Bucsau or which the applloant did not request the recelving Offlos ta prepare and transmit to the International Burseu,
as provided by Rule 17.1(a) or (b), respectively. In such a case, the ttemntion of the applcant Is directed to Rule 17.1(0) which
provides that no designeted Offios may disregard the priority olalm concerned before giving the applicant an opportunity,
upon entry into the nationsl phase, to furnish the priority dooument within a time limk which Is reasonabls under the

1211 Geneva 20, Switzeriand
Facsimile No. (41-22) 338.80.66

olroumstances.
Priority date Priority anolication No, Countyy or renlongl Offion Dats of recalot
or PCT racelying Office
31 May 2002 {31.05.02) 60/384,108 us 07 July 2003 (07.07.03)
The ktarnational Buresu of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes Sita COPPOLINO

=C.

Telophone No. (41-22) 338 8451

Form PCTAB/AANS {July 1808)
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h‘ - TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
' EN MATERIA DE PATENTES
5
‘ _De I8 OFICINA INTERNACIONAL
PCT A
mrrnsn. Wendy L.
Notificacién de Recepcién de Blosdances
Copila Regletrada PO, Bk 4060
Richmond, CA 54804
{Regia PCT 24.2(s}) EEU.U.
Fecha da envio (dismea/afio); -
NOTIFICACION IMPORTANTE
| 12 de agosto de 2003 (12.08.03) ) “
Referancia del solicianie o del agente: Solicihy Intsmacional N™
S5 1ANOM! PCT/US 03116741

Sa notifica al soliciants por este medio que [a Oficina irtemacional ha recibido la copla registrada do la Solicitud
Iinternacional, como se detalla sbejo.

Nombre{s) dei{los) solicitanta{s) y paisss para los cuales son aoficiiades

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT (pana todos los palses designados excapto EE.U.U.)
PAN, Juniiang et al. (para E.EEU.U.)

Fecha de recapcidn 28 de mayo de 2003 (28.03.03)
Facha de prioridad relvindicada 31 do mayo de 2002 (31.05.02)
Facha de recepcién de la copia regisirada por 30 de Junio de 2003 (30.00.03)
La Oficna Intemecional

Lista da Oficinas designacas

DZ, EC, EE, ES, F, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS,
LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, 8C, 8D, SE, 80, 8K,
8L, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC. VN, YU, ZA, ZM, ZW

ATENCION
E] egliciants debe verificar cuidedossments los datolsque sparecen an sstra notificacién. En caso de cualiquier
discrepancia entro asios detos y las indicacionas de la solicid Intornacional, e! solicitants debe formar
inmedistaments a la Oficina Intemacional.
Ademis, el soficitants dabe presiar atencién s la informacién contenida en sl aneo, relacionada con:

piazo para ingresar en la fase nacional - ver Informacitn importante actualizads (como In de
abri! de 2002)

B confimacién de designacionss preventivas (sl comaponds)
O requerimientos con respecto a documentos de prioridad (sl cormesponde)
Se envia una copla de esta notificacién a la Oficina Recaptore y al Organismo de Bisqueda Intemacional.

La Oficina intemacional de WIPO Funclonario surorizado;
34, chemin des Colombeties
1211 Geneva 20, Siiza Sita COPPOLINO
Facaimll N (41-22) 338.69.65 Telisfono N® (41-22) 338 8451

Formulario PCTAB/A01 (abril 2002) SO5TOBA04




Solicitud intamacional N°;
PCTAJS Q3168741

ANEX DEL FORMULARIO PCT/NB/01

INFORMACION DE PLAZOS PARA INGRESAR EN LA FASE NACIONAL

Se recusrda el saticitante gue i “fess naclonal™ debs asr Ingresads snte cada una de les oficinas designades
indicadas an ia canihila de esta notificacion mediants ol pago de issas nacionales y suministrando traducciones, tal
como esth prescripto por los articulos 22 y 30 y las lsyes nacionales aplicables . Ademis, &l solicitants debs cumplr
con obros requerimientos sepeciales aplicabiss do determinades oficines. Es responsabliidad del solickents
2S8gUTEr que los pasos necesarics para Ingresar en I fese nacional astin sjecutados en ol iempo establecido. La
mayoria de les oficines no expiden recordatorios para ios soficiianies con eapecio al ingreso en la fass nacional.

E! plaxo aplicable para ingresar en la fess nacional ss, con sujecidn & lo que dics ol sigulents parrafo, de 30
mesea & pariir de Ia fecha de prioridad, no scio con respecic a cuniquier oficina selecclonada en la que as presentd
una demanda de Examen Prefiminar intemacional antes de la expiracitn de 19 meses a partir do (a fecha de priorided
{ver articulo 38(1)), sino también, en ausencia ds la pressntucién de tal demands, con reapecio a cuaiguier oficing
designada on la cus! se opfica o articulo 22(1), madificado on sus efectos a partir del 1 da abril de 2002, en relacién
con tal oficina designada. Para mayores detalies, ver ls PCT Gazelie N° 44/2001, del 1 de noviembre de 2001(, pp.
18926, 18932 y 19934, sal como los sjempiares de PCT Newsletter, octubre y noviembre de 2001 y febrero 2002.

En Ia prictics, los plaxos distintos a 30 messs ee apiican continuadaments, para varios periodas de tampao, con
respecto a daterminadas oficines designadas © ssleccionades. Para actualizacionss normales de los plaxos
splicabies (20, 21, 30 0 31 messs, u otros piaxos), oficina par oficine, remitirss & ln PCT Gazelts (parie “Section V",
publicada samansiments), ol PCT Newslatier (mensual) y @ los capflules naclonales relevantas que figuran en el
volumen (! la Gula PCT dei Solicitants (del cuel [a versidn en papel se actuafiza usuaiments dos vecas alaflo y la
varsidn de Intemet samanaiments), Finaments, en ol sitio de Inemnet de WIPO esti disponible una tebla scumuigtiva
da todos los tiamnpos imites aplicables para ingresar on (a fesa nacional, madiants vinculos con varias péginas, el altio
nciuys aquelioa da Gazetis, Newsistier y gula, an hitp/iwipa.int pct/en/indesc/hitml

La informacidn acerca de los requarimianios para prasentar una demanda de Examen Prefiminar intermnacional se
encusnira on la Gula PCT del Solickants, volumen VA, capitule IX. Hacemos notar que solo un solicitants que tenge la
necionalidad o sea realdants de un pals signatario del PCT comprometido por el capfulo |1 posss los derechos para
presantar la damanda de Examen Preliminar Intsmacional {(achuaimenis, tados ios estados signatarios def PCT estin
comprormstides por el capitule II).

Esta notificacién fista solo designaciones espacificas realizadas baje ia regla 4.6(a) ean ol mquerimients. Es importants
verificar que astes designacionas sean comecins. Los sores en la designacién puedan ser corregidos cuando lae
desimaciones preventivas fueron sfeciuadas segdn la regia 4.8(b). Se recuarda por este madio al soliciams que toda
designacién preventiva debe ser confirmada de acuerdo con |a regia 4.8{c) antes de la expiracién de 18 meses a partlr
de Ia fecha de priorkiad (este plazo no serd extendida). Si no se confirma, serd automdticamants conalderada comeo
abandonada por &l soliciiants. No sxdstirdn recordatorios ni inviiacionsa. La confimacién de una designacién consiate
an la presentacidn de un escrito espacificando ol estado designado concemients {con indicaciin del ipo de proteccién
o tratemiento dessado) y el pago de ias tasas de designecién y de confirmacién. El escrito de confimacidn y «f paga
deben legar a la oficine receptora an o piaza de 15 masea.

REQUERIMIEENTOS CON REAPECTO A LOS DOCUMENTOS DE PRIORIDAD

Pam los solickantes que ain no cumpliieron con ke requerimientos con respecto a los documentos de pricriied, se les
recuerds o siguients.

Cuando s& relvindica ia prioridad de una soliciud nacional, mgional o intemacional arterior, sl soficitants debs enviar
una copla de tal soficitud antsrior, certificada por ol Organiamo sl cus) fue presantado ("el docxmento de pricridad™) a la
oficina receptors (que Jo tranamitind a ta Oficina intemacional) o dictarments a la Oficina Internacional} antes de la
expimcién del 16 meses a partir de la fachas de priorkisd, establaciendo que todo docurmentas de prioridad ha sldo
sivindo a la Oficina Intemacional antes de Ia fecha de la publicacion intemacional o de la solicitud intamacional, sn
cuyo caso tal documento sené considerado como haber sido recibido por ia Oficina internacional el dltimo dis del
termino de 18 meses (regla 17.1(0)).

Cuando e documnents da prioriisd es distrbulde por la oficina receptora, ol sofickanie pusde, en lugar de envisr ol
documento de priorided, requerir de la oficina receptors que prapare y transmiia el documento de priorided a ia Oficina
Intsrnacional. Tal requerimisnto debe ser efectuado antes de la expireciin del plazo de 16 messs y puade quedar
sujeto por la oficine recaptora sl pago de una tasa (regla 17.1(b)).

8l ol documento de prioridad concamiante no es enviado a ia Oficina Intemacional o 8l no ee efectud el requerimisnto a
ia oficine recepiora de que prepare y transmits ¢l documanta de prioridad (v se pagd la comespondients tase, ol es
m)mwmmmmmmmmmmomnmmmrwmh
nMndudﬂndepﬂuldld.mﬂﬂhﬁdcqwﬂ“mmummmpﬂmnmmk

concemients antes de dar al solicitants una opartunkiad, al entrar n la fase nacional, de suministrar of
documanto de prioridad en un tempo imits rezoneble con las circunstencias.

Cuando se relvindican variss priorkiades, la fecha de priorided a ser considersda pam el propdsito de computer el
plnodﬂ!nmuuhbdnbmnh:ﬂndlhmmmpwhqmumm.

“Formulario PCTAB/301 (Anexo) (abril 2002) 005750404
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""“ REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITF
. : : Usufoo  nadncaouit
. _' TENTE DE INVENCION _ MODELOD DE UTILIDAL ) ()
¥ - -
Wi, - Indicacién de gue e solicla la concesion de-na patente. i)
- - Datos de identificacion del solighutmu;ﬂl:\ennna mue se presenla ba seligitud. () (I
-  Descripcion de ta invencion. ! T
=  Dibujos do ser sstos perlinentes. { i i
Comprobanie de Pago de las lasas establecidas. / ‘
o .,. COMPLETA () INCOMPLITA () -
=" DISENO INDUSTRIAL ( )
AR - Indicacibn de que se solicita el registro de Diseiie Industrial () :)
' - Datos de identificacion del solicitante o de la persona qus: piesetiio () (I
- lasolicitud.
- Representacion grafica o folougiaiica del Diseio Induslsiai o mucatra el
Material que incorpora el disefo. () ]
Comprobante de pago de las tasas establecidas ( ) P}
’4, i COMPLETA () INCOMPLETA () {
e :J-‘l 1
ESQUEMA DE TRAZADO ()
-R;\ -« Indicacién de que solicita el registro de un Esquema <ic traradln i) .
- - Datos de identificacion del soicitante o de 12 persona miw preseia
La solicitud. 1) H
Representacion grafica del esquemna ue lrazado { )} v
oo Comprobante de pago de las fasas estabiecidas. { )
COMPLETA INCIAPLLETA { ) Do
Firma Responsable:
*Q;- Fecha:
S Rdicacion 3 412929 Mu: dato Fali
e Focka (400 2004-1p-28 17,2, olies: 134

Trsite ; g4 PCT-paveNy
. I8 o wcr 4y PRESEN,
a: 229 MYIsioy MEWS £t acToeg g "



Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
2020
Bogotda D C
Doctor(a)
GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO
Apoderado(a)
SCHERING AG
No de Expediente 04-129329
Solicitud internacional PCTNS03/16741
Fecha limite inicio fase nacional 2004-12-31
Tramite 011
Evento 379
Actuacion a30 L. 12021
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decision 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:

. El solicitante debe adjuntar la traduccién de todas las modificaciones
efectuadas a la solicitud, previas a la fecha limite para inicio de fase
nacional.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerara abandonada y perdera su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de Ia’l)i/vis’ubn de Nuevas Creaciones

El anterjor requerimiento fue nofificado por fijacién en lista de fecha,
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