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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Re: KExpediente No. 04129329

Solicitud de patente PCT fase nacional

Solicitud internacional No. PCT/US03/16741
Titular: SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

Yo, LUIS PATINO LEYVA, vecino de Bogoté, D. C., portador de
la tarjeta profesional No. 2698, obrando como apoderado sustituto
del solicitante, en la solicitud de patente de la referencia, doy
respuesta al Oficio No. 12021, notificado por fijacién en lista en
Febrero 4 de 2005, cuyo término fue prorrogado mediante memorial
radicado el 21 de Abril de 2005, en los siguientes términos:

1.  De acuerdo con el Oficio arniba citado, estoy presentando,
aqui anexa, la traduccién al castellano del texto de la solicitud de
patente PCT/EP03/16741, tal como fue publicada bajo el niimero
WO 03/102135; 1a 1nica diferencia que tiene con respecto al texto
que se presentd originalmente consiste en:

a.  enlapégina 75, lincas 5 y 7 se ha dejado (SEQ ID No.),
sin agregarle el niimero de la secuencia (en el primer caso es la
secuencia No. 5 y en el segundo es la secuencia No. 4),ya que estos
nmimeros no se habfan incluido y fueron agregados para la
presentacion en Colombia.

2.  Teniendo en cuenta lo expresado por el solicitante, no se
efectuaron otros cambios entre la presentacién de 1a solicitud PCT y
la iniciacion de la fase nacional en Colombia.

Acompailo al presente memorial la sustitucién del Poder a mi favor
para este caso.

En vista de lo anterior solicito se sirva continuar con el trimite de
esta solicitud de patente.

De 1a seflora Jefe,
t
S PATINO LEYVA

CC 2.930.616 de Bogota
T.P. No. 2698
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REF: Expediente No. 04129329
Solicitud de patente PCT fase nacional

Solicitud internacional No. PCT/US03/16741
Titular: SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

Yo, GUSTAVO HOLLMANN RESTREPQO, mayor de edad, domiciliado en Bogotd
D.C., portador de la tarjeta profesional No. 5903, atentamente digo a usted, que sustituyo el
poder con que obro al doctor LUIS PATINO LEYVA, domicilisdo en Bogoti D.C.,
portador de la tarjeta profesional No. 2698, con las mismas facultades con que me fue
conferido para este caso.

Sefior Superintendente,
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LEYVA
C.C. No. 2.930.616 de Bogotd
T.P. No. 2698
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Publicacion de la solicitud intemacional bajo PCT
Organizaclén Mundial de Propiedad Intelectual

Oficina Intemacional

Fecha de publicacién intemacional : 11 de diciembre de 2003
(11-12-2003)

Namero de publicacién intemacional. WO 03/102135 A2
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ClasHicaclon internaclonal de patentes: C 12 N

Numero de solicltud intemnacional: PCT/US03/16741

Fecha de presentacién Internaclonal: 28 de mayo de 2003 (28.03.2003)
Idioma de la presentacién: inglés

Idioma de la publicacidn: inglés

Antecedentes de prioridad: 60/384,108 31 de mayo de 2002
(31.05.2002) US

Solicitante (para todos los estados designados excepto US): SCHERING
AKTIENGESELLSCHAFT [ DE/DE], Mullerstrasse 178, 13342 Berlin
(DE).

inventor; e

Inventores/solicitantes (solo para US): JAN, Junllang [DE/DE], 1220
Brewster Drive, El Cerrito, CA 84530 (US). WU, Qingyu [CN/US]: 1153
Camino Vallecito, Lafayette, CA 94549-2844 (US).

Agente: WASHTIEN, Wendy, L.; Berlex Biosciences, 2600 Hilitop Drive,
P. O. Box 4089, Richmond, CA 94804 (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, FI, 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, 8D, 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, SZ, 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, F, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, RO, SE, SI, SK, TR),
Patente OAPI (BF, BJ, CF, CG, CIl, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE,
SN, TD, TG).

Publicado:
- sin informe de busqueda intemacional y a ser publicado nuevamente después
de recibido el informe

Véanse las explicaciones {(,Guidance Notes on Codes an Abbrsviations®) al
comienzo 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 aislada de genes de
corina de mamifero. Esta region de control acliva preferenclaimente la
transcripcion en células cardlacas. Se proveen métodos y composiciones para
emplear esta region de control en la identificacion de agentes capaces de
modular la expresiéon de corina y en el tratamiento de enfermedades cardlacas.
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SECUENCIAE DE CONTROL DEL GEN DE CORIMA HUMANO

Esta eolicitud reivindica el beneficio de la Solicitud
de Patente Provisional de EE.UU. N°: 60/384.108, presentada
el 31 de mayo, 2002, cuyo contenido 8se incorpora por
completo en este documento a modo de referencia.
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencifn provee una nueva regifn de control de la
expresiédn aislada de genes de corina de mamiferos. Esta
regién de control activa preferencialmente la transcripcién
en células cardiacas. Se proveen métodos y composicicnes
para emplear esta regifn de control en la identificacién de
agentes capaces de modular la expresién de corina y en el
tratamiento de enfermedades cardfacas.
ANTECEDENTES

La corina, una serina proteasa tranamembrana cardiaca,
cumple una funcién importante en la conversién de péptidos
natriuréticos pro-atriales (pro-ANP) en ANP (Yan, W. et al.
(2000) PNAS, 97: 8525-8529; Wu et al. (2002) J. Biol. Chem.
277: 16900-16905). La ANP es una hormona cardfaca gque reduce
la presifn sanguinea elevada promoviendo la excrecién de
sales, incrementando la produccién urinaria, disminuyendo el
volumen sanguineo y relajando la tensién de los vasos de una
manera dependiente del receptor. La ANP se ha relacionado
con las principales enfermedades cardiovasculares tal como

hiperteneién e insuficiencia cardiaca (Burnett, J.C. et al.
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(19B6) Science, 231: 1145-1147). En ratones nogueados, una
deficiencia ya sea de la ANP o de su receptor causa una
hipertensién espont&nea (John, S.W. et al. (1995) Science
267: 679-681; John, S.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
cardiaca.

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 macrffagose
Y un dominio de proteasa tipe tripsina en la regién
extracelular (Yan et al. (1999) J. Biol. Chem. 274: 14926-
14935) . La topologlia general de la corina es similar a la de
otras serina proteasas transmembrana de tipo II incluyendo
hepsina, enteroquinasa, MT-SPl1/matriptasa, proteasa tipo
tripsina de 1la +vias respiratorias humanas, TMPRSS2,
TMPRSS3/TADG-12, TMPRSS4, MSPL y Stubble-stubbloid. Las
topologias similares asi como las distintas estructuras
modulares sugieren gque estas proteinas comprenden una
familia de genes que evoluciond por duplicacién Yy
reordenamiento de exones ancestrales.

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

limites de intrones/exones estin bien conservados entre las
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especies, donde la mayoria de los exones codifican dominios
estructurales. Se ha descrito previamente 1la clonacién,
tanto en ratcnes como en humancos, del ADNc que codifica la
proteina corina {(Yan et al. ibid). El1 anéalisis de
transferencia Northern mostr$é que el ARNm de la corina es de
gran expresién en el corazén de seres humanos. E1 andlisis
por hibridacién con fluorescencia in situ permitié mapear el
gen de la corina humana en el brazo corto del cromosoma 4
(4p12-131), donde se habia localizado previamente el locus de
una enfermedad cardiaca congénita que presenta un retorno
venosc pulmonar completamente anémalo.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién ee relaciona con el aislamiento,
la clonacién y la identificaci6n de las regioneas de control
de la expresién 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 los objetos de la presente
invenci6n consiste en proveer un polinucleétido aislado que
comprende una regién de control de la expresién de corina,
donde dicha regi6n de control modula la transcripcién de

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

La regién de control de la expresién de la corina
dirige 1la transcripcién especifica del corazén de los
polinucleStidose heterflogoe a los cuales estd 1ligado
operativamente, comprende uno ¢ mis elementos reguladores de
la transcripcién seleccionados del grupo formado por GATA,
Tbx-5, NKx2.5, el factor de tranacripcién de tipo Krippel o
gitios de unidn NF-AT, y tiene capacidad para unirse a las
proteinas de la transcripcifén, por ejemplo GATA-4.

Otro objeto de la invenci6n consiste en proveer
polinucleétidos que comprenden una regién de contreol de la
expresién de corina humana. El1 polinucleétido preferido de
la invencién se localiza en los nucleétidoas -4037 a -15 (SEQ
ID N°: 6), mis preferentemente en los nucleétidos -1297 a -
1S (SEQ ID N°: 5) y wmis preferentemente alin en 1los
nuclebtidos -405 a -15 (SEQ ID N°: 4), donde dicha
numeracifn ees relativa al sitio de inicio de la traduccién
(ATG) del gen de corina humana o su cadena complementaria,
tal comoc 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 polinuclesdtidos.

Otro objetc de 1la invencién 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
heteréSlogo, por ejemplo corina, ligado operativamente a 1la
regidén de control de la expresién de corina. De acuerdo con
este aspecto de la invencifn, también se proveen células
huésped transfectadas con dichos vectores, y métodos para
expresar los productos codificados por dichos
polinucleétidos heterSlogos.

Otro objeto de 1la invencién consiste en proveer
composiciones farmacéuticas que comprenden un vector que
contiene la regifn de control de la expresién de corina
ligada operativamente a un polinucle6Stido heter$logo 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 la
expresién de un gen de corina humana en una célula, donde
dicho método comprende:

(a} producir un vector recombinante en el cual el
polinucleétido aislado, que comprende una regién de control
de la expresién de la corina de mamifero, est&d 1ligado
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 transcripcién de la secuencia

informante en la c&lula tratada; y
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(e) comparar el nivel de expresién de la secuencia
informante en presencia del agente con el nivel de expresién
en una célula tranafectada control que nec ha sido tratada
con el agente.

En una realizacién preferida, se utilizan wmiocitos
cardfacos.

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

(a) producir un vector recombinante en el cual un
polinucleétido aislado comprende una regién de control de la
expresién de la corina de mamiferos ligada operativamente a
un polinucleétido heterSlogo; 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 polinucledtido
heterflogo codifica corina. También son preferidas las
realizacicnes en laBe cuales la regidn de control de 1la
expreaién de corina se selecciona entre los polinuclebtidos
que posBeen las secuencias de las SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 5§
o SEQ ID N°: 6.

Otro objeto de la invenci6n consiste en proveer un
método de tratamiento de 1la insuficiencia cardiaca

congestiva, hipertensién o infarto de miocardio en un sujeto



=
/4

humano, donde dicho método comprende la administracién a
dicho sujeto de una cantidad eficaz en té&rminos terapéuticos
de un polinucle6tido aislado que comprende una regi6n de
contrcl de la expresién de corina, ligado operativamente a
un gen seleccionado del grupo formado por corina, el péptido
natriurético atrial (ANP), péptido natriurético de tipo B,
fosfonoclambane, enzima convertidora de angiotensina (ACE) o
formas dominantee negativas de estos genes. Como
alternativa, la regién de control de la expresidn de la
corina puede estar ligada operativamente a un peclinucleétido
que codifica una molécula de ARN antisentido.

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

Otro aspecto de la invencidén consiste en proveer un
método de tratamiento de un sujeto humano que sufre de
insuficiencia cardfaca, donde dicho método comprende:

{a) producir un vector recombinante en el cual el
polinucleétido aislado comprende una regién de control de la
expreaién de la corina de mamifero, ligado operativamente a
un polinucleétido que codifica un polipéptido seleccicnado
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 vehiculo

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. Organizaci6n de los genes de corina (A) humanos y
(B) de ratémn. Se secuenciaron dos clonea BAC con una
estrategia de shotgun [0 rifle] y se indican los tamafios de
las secuencias ensambladas del inserto. Las barras
verticales indican exones. El clon de plismido usado para
la subclonacién del BAC 26540 en el gen humano estd indicado
con loa esltios 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
automéitica. En la parte inferlor 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-exones
con relaclén al dominio de la proteina corina. Los exones 1
a 22 (panel superior) del gen de corina estdn alineados con
sus correspondientes dominios de proteina. TM, dominio
transmembrana; Frizzled, el dominio rico en cistefna tipo
frizzled; LDLR, repeticiones del receptor de LDL; SRCR,
deminio rico en cisteina del receptor del secuestrante; H, D
Y S, los residuos Hisg, Asp y Ser de la triada catalitica del
dominio de la proteasa.

Figura 3. Alineacifn de las regiones flanqueadoras 5’

de los genes de corina humanos (SEQ ID N°: 1) y de ratén
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(SEQ ID N°: 3). La regiém flanqueadora 5‘, el ex6n 1 y parte
del intrén 1 est&n alineados entre los genes humano y de
murino. La numeracién es relativa al iniciador de 1la
traduccién ATG (fuente resaltada y en cursiva). Los n(imeros
indicados son diferentes en humanos y ratones debido a la
divergencia en los primeros exones. La flecha indica 1la
unién entre el primer exén e intrén del gen de corina humano
Yy la Becuencia de procesamiento del donante del intrén 1
humanoc est& subrayada. Las secuencias reguladoras putativas
estdn indicadas y resaltadas (eitio Tbx5 para unidén a Tbx5,
una caja T que 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 Kriippel; caja TATA
para la unién al factor de transcripcién basal TFIID; y NKE,
un motivo de unifn para Nxk2.5). La secuencia NKE, que se
superpone con la secuencia GATA proximal, esti subrayada.
Figura 4. Andliseis funcional de 1la actividad del
promotor del gen de corina en cardiomiocitos cultivados.
Diagrama de las construcciones informantes gque contienen
segmentos truncados en serie de la regién 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 reguladores putativos. Estas construcciones fueron

co-transfectadas en células HL-5 de ratén con pRL-SV40, un



plasmido que expresa luciferasa de Rellina dirigido por el
promotor viral SV40. La actividad luciferasa expresada por
cada construccién se normalizé con la actividad de 1la
luciferasa de Rellina expresada por el pRL-SV40 para cada
tranasfeccién. Cada experimento de transfeccién se realizé
por triplicado para cada construccién. Los datos repreaeﬁtan
la media + D.E. de tres experimentos independientes (Panel
B).

Figura 5. Expresitn especifica del corazén de las
secuenclas flanqueadoras 5’ de los genes de corina humanos y
de mwurinos. Los cardiomiocitos HLS y 1las células
epiteloides Hela fueron transfectadas con las construcciones
indicadas, cada una junto con la construccién control pRL-
5V40. Las actividades de luciferasa y Rellina se expresan
como unidades de luz por alicuota de 20 ul de los extractos

celulares de las células tranefectadas. Cada experimento de

transfeccién sge efectud por triplicado. Los datos
representan la media + D.E. de tree experimentos
independientes.

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

A: Secuenclas de los oligonucledétidos de 1la cadena
superior usadas como sondas y competidores. Los motivos GATA
en cada eecuencia (SEQ ID N°: 11 y 13, para humanos y

ratones, respectivamente) estdn resaltados y los nucleédtidos
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mutados (SEQ ID N": 12 y 14, para humanos y ratones,
respectivamente) estdn en cursiva. Los elementos GATA
proximales de humanos y murinos socn de las regiones
indicadas de las secuencias flanqueadoras 5’ de corina. La
sonda consenso GATA (SEQ ID N°: 15) que contiene dos motivos
GATA deriva de la regifin potenciadora especifica del
receptor de células T humanasa.

B: La sonda consenso GATA marcada (SEQ ID N*: 15), o su
sonda mutante {(SEQ ID N°: 16), se incubS con extractos
nucleares de células HL-5 en presencia o ausencia de un
exceso de 100 veces de loa oligonucleStidos no marcados
indicados. La flecha indica un complejo de ADN-proteina
dependiente de la secuencia GATA.

C: La sonda consenso GATA marcada se incubS con
extractos nucleares de células HL-5 en presencia de
anticuerpos contra proteinas GATA. La flecha indica el
complejo de ADN-protefna cuya formacién fue bloqueada 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
incub6 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 bloqueada

completamente en presencia del anticuerpo anti-GATA-4.

~
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Figura 7. Anidlisis mutacional de los elementos GATA
proximales conservados. Se introdujeron lans mismas
mutaciones (GATA en CTTA) que eliminan la unién de 1la
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. Las
construcciones mutantes y de tipo salvaje fueron
tranefectadas en células HL-5, cada una junto con la
construccién control pRL-SV40. La actividad luciferasa
expresada por cada construccién fue normalizada para 1la
actividad luciferasa de Renilla expresada por pRL-SV40 para
cada transfeccifn. La actividad del promotor de cada
construccién mutante se expresé como un porcentaje de la
correspondiente construccién de tipo salvaje. Cada
experimento de transfeccién se efectud por triplicado. Los
datos representan la media + D.E. de tres experimentos
independientes.

Figura 8. Secuencia de nucleétidos (SEQ ID N°: 2) de la
regién flanqueadora 5’ del gen de corina humano. La
secuencia de 4165 parea de bases contiene 1la regién
flanqueadora 5’, el primer exSn y el comienzo del intrén 1
(en min(scula). 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 1los elementos reguladores putativos se
describieron en la leyenda de la figura 3. T
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con el aislamiento,
la clonacién y la identificacifn de la regi6n de control de
la expreeiSn del gen de corina especifico del corazén,
incluyendo el promotor y otros elementos reguladores. La
regién de control de la expresién de corina ailslada, y
fragmentos y variantes de la misma, son de utilidad en la
construccién in vitro e in vivo de modelos experimentales
para estudiar 1la modulgcién de la expresiSn del gen de
corina y para identificar nuevos moduladores de la expresién
del gen de corina. La regién de control de la expresibn
también se puede usar en las terapias genéticas dirigidas a
los estados de enfermedad del corazén, por ejemplo la
insuficiencia cardiaca.
Definiciones

Tal comc se utilizan en la memoria descriptiva, en los
ejemplos y en las reivindicaciones adjuntas, a menos que se
especifique lo contrario, los Biguientes té&rminos tienen el
significado indicado a continuacién.

Un “acido nucleico” o “polinucleétido” se refiere a
desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos y polimeros de los
mismos, ya sea en la forma de cadenas simples o dobles. El

término abarca los &cidos nucleicos que contienen an&logos
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de nucleStidos conocidos o residuos o enlaces modificados de
la estructura principal, que son sintéticos, naturales y no
naturales, gque presentan propiedades de unién similares al
dcido nucleico de referencia, y gque Bon metabolizados de
manera similar a los nucledtidos de referencia. Los ejemplos
de dichos analogos incluyen, Bin limitaciones,
fosforotioatos, fosforamidatos, foefonatos de metilo,
fosfonatos de metilo quiralea, 2-O-metil ribonucleétidos,
péptidos-acidos 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 misma (por
ejemplo, sustituciones de codones degenerados) y secuencias
complementarias, asi como 1la secuencia explicitamente
indicada. Especificamente, 1las Bsustituciones de codones
degenerados se pueden lograr generando secuencias en las
cuales 1la tercera poeicién de uno o mis codones
seleccionados (o todos) estd sustituida por residuos mixtos
basicos y/o de desoxiinosina (Batzer et al. (1991} Nucl.
Acids Res. 19: 5081; Ohtsuka et al. (1985) J. Biol. Chem.
260: 2605-08; Rossolini et al. (1994) Mol. Cell. Probes, B8:
91-98). El término &cido nucleico se usa indistintamente
con los términos gen, ADNc, ARNm, oligonucleétido vy

polinucleétido.
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Una B8Becuencia de &cideo 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 procesamiento de dicho &4cido
nucleico. Las “variantes de procesamiento”, como lo sugiere
su nombre, son los productos de procesamientos alternativos
de un gen. Después de la ctranacripcién, el transcripto
inicial de &cido nucleico puede ser procesado de forma tal
que loe diferentes (alternativos) productos de procesamiento
del &cido nucleico codifican distintos polipéptidos. Los
mecanismos de produccién de variantes de procesamiento
varian, pero incluyen un procesamiento alternativo de
exones. Los polipéptidos alternativos derivados del mismo
dcido nucleico por tranascripcién directa también estén
comprendidos por esta definici6n. 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 aminodcidos contiguos que comparten al menos un
60% aproximadamente (preferentemente un 75%, 78%, 90%, y méis
preferentemente un 95% aproximadamente) de identidad con la
secuencla de amincficidoas del gen de corina humano descrito

en Yan et al. {1999} J. Biol. Chem. 274: 14926-14935).
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La “regitn de control de la expresién de corina” o la
*regién de control de la expreeldén” se refiere a un
polinucleétido ubicado dentro de la secuencia genbmica 5'
con respecto a la regién de codificacién de los genea de
corina de mamifero naturales. En el gen de corina humano, la
regién de control de la expresifn de corina comienza por el
nucleétido -4165 y termina en el nuclebtido -15 con relacién
al sitio de inicio de la traduccién (ATG) del gen de corina,
o su cadena complementaria, tal como se muestra en la figura
B. La regién de control de la expresién de la corina puede
activar la transcripcién del gen de corina en el tejido
cardfaco {(miocitos). Los polinucleb6tidos que comprenden la
regién de control de la expreaién de la corina pueden variar
en un rango de 100 a 5000 nucleb6tidos de longitud; las
realizaciones particulares de la regién de control de 1la
expresién de la corina funcional humana son de 4023, 1283 6
391 nuclebtidos (SEQ ID N°: 6, 5 y 4, respectivamente) de
longitud. Los polinucleétidos de la regiém de control de la
expresién de la corina son en general al menos un 70%
hom6logos de estas secuencias. En algunas realizaciones, los
polinucleétidos de la regitn de control de la expresién de
la corina son al menos un 75%, B0%, B85%, 90%, 92%, 95% o
100% hombélogos de estas secuencias. El1 término “regién de
control” no incluye los codones de inicio o terminacién y

las otras secuencias ya descritas en Yan et al. ibid. La



regién de control de la expresién de la corina contiene
Bitios de unidn para diversas proteinas reguladoras de la
transcripcién, por ejemplo GATA-4, que se pueden ligar de
una manera que es sustancialmente la misma que en la
naturaleza o de una manera artificial. La regién de control
de la expresién de la corina activa la transcripcién del gen
de corina o de otros polinuclebtidos heterdlogos que estén
ligados operativamente a la misma, en particular de una
manera especifica del corazén.

La ®“expresién especifica del corazén” significa que el
polinucleétido 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 activard 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 la
transcripcién de otros polinucleétidos ligados al
promotor/potenciador §V40 u otro promotor constitutivo.

Una o mids "variantes” de los polinucleétidos, tal como
se utilizan aqui, son polinucleétidos que difieren de 1la
secuencia de polinucleStidos de un polinucleétido de
referencia. En general, las diferencias son limitadas de
modo que las secuencias de polinuclettidos de la referencia

Yy la variante son bastante similares en general y en muchas
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regiones son idénticas. Las diferencias son tales gque no se
ve alterada 1la funcién del polinucleStido y, 8i el
polinucleétido normalmente codifica un polipéptido, el
polipéptido resultante no estd cambiado en cuanto a
secuencia de aminodcidos o, aunque posee diferencias en la
Becuencia de amino&cidos, atin es funcionalmente idéntico.

Los “fragmentos®, tal como s8e utilizan aqui, se
refieren a un polinucleétido cuya secuencia de
polinucleétidos es enteramente la misma que una parte, pero
no toda, la secuencia de polinuclebdtidos de la regién de
control de la expresifnm de la corina mencionada
precedentemente y variantes de la misma. Dichos fragmentos
conservan la capacidad de la regi6n de control de 1la
expresién de corina para dirigir una transcripcién
especifica del corazén de los polinucleStidos heterélogos a
los cuales estdn ligados operativamente.

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

general elementos de inicio de la transcripcién 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
© a un vector, indica que dicha célula, &cido nucleico,
proteina o vector ha sido modificado por la introduccidén de
un 4cido nucleicc.a o una proteina heterSloga o indica una
alteracién del &cido nucleico o proteina nativa, o que la
célula deriva de una célula modificada de esa manera. Por
consiguiente, por ejemple, las células recombinantes
expresan genes gque no se encuentran en la forma nativa (no
recombinante) de la célula o expresan genes nativos que de
lo contrario se expresan anormalmente, se subexpresan o no
Be expresan.

Un “potenciador” se refiere a una regién reguladora de
ADN que aumenta la transcripcién. Un potenciador
habitualmente se localiza fuera de 1la regi6n promotora
proximal, aunque nco siempre es asi, y se puede ubicar a
varios kilobases © més del gitlo de inicio de 1la
transcripcién, alin en posici6én 3’ con respecto a la
secuencia de codificacién o dentro de los intrones del gen.
Los promotores y potenciadores pueden conferir, ya sea solo
© en combinacibén, una expresidn especifica de tejidos.

El término *“silenciadora” se refiere a una regiém de

control de ADN que, cuando esti presente en el contexto
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natural del gen de corina suprime la transcripcién con dicho
promotor, ya sSea por BuB propias acciones como un segmento
de ADN diacreto o0 a través de las acciones de factores que
actfian en trans que se unen a dichos elementoe y ejercen un
control negativo de la expresifn del gen. Este elemento
puede cumplir un rol en el patré6n de tipo restringido de
expreslSn celular para el gen de corina, por ejemplo la
expresién puede ser permisiva en los cardiomiocitos donde
dicho ws#ilenciador puede estar inactivo, pero estar
restringida en otros tipos celularee en los cuales dicho
Bilenciador es activo. Este elemento puede, o no, funcionar
aisladamente o en una construccién promotora heteréloga.

El término *aislado” con referencia, por ejemplo, a un
polinuclebtido significa que el material es eliminado de su
entorno original (por ejemplo, el entorno natural s8si ae
trata de un polinucleétido natural), y aislado o separado de
al menos un componente adicional con el cual estd asociado
naturalmente. Por ejemplo, un polinucleStido natural
presente en su huésped vivo natural no estd aislado, pero el
miemo polinuclebétido, separado de todos los materiales
coexistentes en el sistema natural, estd aislado. Dichos
polinucleétidos podrian formar parte de una compogicién, y
alin estar aislados por cuanto dicha composicién no forma

parte de su entorno natural.
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El “porcentaje de identidad”, o identidad porcentual,
con referencia a una secuencia, significa que dicha
Becuencia Be compara con un elemento reivindicado o una
secuencia descrita después de alinear dicha secuencla a
comparar con la secuencia descrita o reivindicada. La
comparacién de secuencias y la determinacitn 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 matemitico se
describe en Karlin et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 90: 5873-5877. Dicho algoritmo se incorpora en los
programas NBLAST y XBLAST (versién 2.0) descritos en
Altschul et al. (1997) Nucleic Acid Res. 25: 3389-3402.

Una *“gran severidad”, tal como 8Be utiliza aqui,
seignifica, por ejemplo, incubar un transferido durante la
noche (por ejemplo, al menos 12 horas) con una sonda de
polinuclebStidos larga en una Bolucién de hibridacién que
contiene, por ejemplo, SSC 5X, SDS 0,5%, ADN de esperma de
salmén desnaturalizado 100 pg/ml y formamida 50%, a 42 'C.
Los transferidos se pueden lavar bajo condiciones de gran
severidad que permiten, por ejemplo, una falta de
colncidencia 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% o0 mis de identidad de secuencia.



Un polinucleétido se “expresa” cuandoc una copia de ADN
del polinucleétido es transcrita en ARN.

Un polinucledtido estd “ligado operativamente” a una
regién de control de la expresién de corina cuando 1la
conjuncién del polinuclef6tido y la regién de control de la
expresién de corina en una sola molécula da como resultado
la transcripcién del polinuclebétido, mis preferentemente en
una transcripcién especifica del corazén (en los miocitos).

Un *polinuclestido heterélogo” se refiere a
polinuclebdtidos, distintos de los de la regi6n de control de
la expresién de corina, que est&n ligados operativamente a
una regién de control de la expresién de corina y que se
expresan preferencialmente en células especificas del
corazén. El1l polinucleétido ligado codifica una molécula de
utilidad terapéutica, por ejemplo un polipéptido, un ARN
antisentido. Los términos *aislado”, *purificado” o
“"biolSgicamente puro” se refieren a un material que esté
sustancialmente o esencialmente libre de los componentes gque
normalmente lo acompafian en su estado nativo. La pureza y
homogeneidad Be determinan tipicamente usando técnicas de
quimica analitica, tal como electroforesis sobre gel de
poliacrilamida o cromatografia liguida de alta presién. Una
proteina que es la especie predominante en una preparacién
estd sustancialmente purificada. En particular, un &cido

nucleico aislado es separado de los marcos de lectura



abiertos que flanguean al gen y codifican otras proteinas.
El término “purificado” indica que un &cido nucleico o una
proteina dard lugar esencialmente a una banda en un gel de
electroforesis. En particular, significa que el &cido
nucleico o la proteina es al menos un 85% puro, mis
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 1la presente para hacer
referencia a un polimero de residuos de aminodcidos. Los
términos se aplican a loe polimeros de aminodcidoa en los
cuales uno ¢ mis residuos de aminoAcidos comprenden un
mimético quimico artificial del correspondiente aminoicido
natural, asf como a polimeros de amino&cidos naturales y
polimeros de aminofcidos no naturales.

El término “amino&cido” B8e refiere a aminodcidos
naturales y pintéticos, asl como a anflogos de aminodcidos y
miméticos de aminoidcidos que funcionan de una manera similar
a los aminodcidos naturales. Los aminodcidos naturales
comprenden los aminodcidos que estdn codificados por el
cSédigo genético, asi como aquellos aminodcidos que 8son
modificados posteriormente, por ejemplo, hidroxiprolina, y-
carboxiglutamato Y O-fosfoserina. Los anilogos de
aminodcidos se refieremn a compuesatos que presentan la misma

estructura quimica bésica que el amino&cido natural, es



decir, un carbono que estd unido a un hidrégeno, un grupo
carboxilo, un grupo amino y un grupo R, por ejemplo,
homoserina, norleucina, pulfSxido de metionina, metil
sulfonio de metionina. Dichos andlogos contienen grupocs R
modificadose (por ejemplo, norleucina) o esqueletos de
péptidos modificados, pero que retienen la misma estructura
quimica bésica que los amino&cidos naturales. Los miméticos
de amino&cidos se refieren a compuestoe 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 8e 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 Biloquimica de IUPAC-IUB. Asimismo, ge
puede hacer referencia a los nuclebStidos por su cédigo de
una sola letra comiinmente aceptado.

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

secuencias esencialmente idénticas. Debido a la degeneracién
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del c6digo genético, hay wuna gran cantidad de &cidos
nucleicos funcionalmente idénticos que codifican cualquier
proteina dada. Por ejemplo, los codonee GCA, GCC, GCG y GCU
codifican todos al aminofAcido alanina. Por consiguiente, en
cada posicién donde una alanina es especificada por un
codén, dicho codSn puede ser alteradc en cualquiera de los
correspondientes codones descritos a8in alcterar el
polipéptido codificado. Dichas variaciones de &cidos
nucleicos son “variaciones silentes”, gque comprenden una
especie de variaciones modificadas conservadoramente. Aqui,
cada secuencia de &cido nucleico que codifica un polipéptido
también describe cada variacién silente posible del A&Acido
nucleico. El especialista comprenderd que cada codén en un
dcido nucleico (excepto AUG, que cominmente es el fGnico
codén para wmetionina, y TGG, que cominmente es el finico
codén para triptofano) puede ser modificado para obtener una
molécula funcionalmente idéntica. Por 1lo tanto, cada
variacién silente de un &cido nucleico que codifica un
polipéptido est& incluido implicitamente en cada Bsecuencia
descrita.

Con respecto a las Becuenclas de aminoc&Acidos, el
especialista comprenders que es posible efectuar
sustituciones, supresiones o© adiciones individuales a una
secuencia de 4cido nucleico, de péptidos, polipéptidos o

proteina que altera, afiade o suprime un solo amino&cido o

4
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bien, un pequefio porcentaje de aminodcidos en la secuencia
codificada es una “variante modificada conservadoramente”,
donde la alteracidén da como resultado la sustitucién de un
aminodcido por un aminofdcido quimicamente similar. Las
tablas de sustitucién conservadora que proporcionan
aminodcidos funcionalmente similares son bien conocidas en
el arte. Dichas varlantes modificadas conservadoramente
eatin incluidas y no excluyen 1las variantes polimérficas,
los hom6logos entre especies y los alelos de la invencién.

Cada wuno de 1los siguientes ocho grupos contiene
aminodcidos que constituyen sustituciones conaervadoras
entre Bi:

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

2) Acido aspartico (D), Acido glutémico (E);

3) Apparagina (N), Glutamina (Q);

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

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

6) Fenilalanina (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 gerie de elementos de &cido nucleico especificados

2



gque permiten la transcripciénm de wun &cido nucleico
particular en una célula huésped. El1 vector de expresién
puede formar parte de un plésmido, virus o fragmento de
dcido nucleico. Tipicamente, el vector de expresiém incluye
el &cido nucleico que serd transcrito ligado operativamente
a una regifn de control de la expresién, por ejemplo la
regién de control de la expresifn de corina. -

Un “excipiente aceptable para uso farmacéutico” se
refiere a un vehiculo aceptable, y cualquier sustancia
auxiliar aceptable para uso farmacéutico requerida para que
gea compatible con las condiciones fisiolégicas, que no son
téxicos y que no afectan adversamente la actividad biolégica
de la composici6én farmacéutica suspendida o incluida en 1la
misma. Los excipientes adecuados serin compuestos tales como
manitol, succinato, glicina o albiimina de suero.

Una *“cantidad eficaz en términos terapéuticos” se
refiere a una cantidad de un compuesto de la invencién que,
cuando es administrado a un sujeto que lo necesita, es
suficlente para el tratamiento, definido més adelante, de
pacientes gque s8ufren de, © que pueden desarrollar,
enfermedades cardiacas. La cantidad de un compuesto que
constituye una “cantidad eficaz en términos terapSuticos”
varia dependiendo del compuesto, pero puede ser determinada
mediante procedimientos de rutina por el especialista en el

arte teniendo en cuenta su conocimiento y esta deascripcién.



Los términos *“tratar® o ‘“tratamlento”, tal como se
utilizan aqui, abarcan el tratamiento de enfermedades
cardfacas e incluyen:

(a) prevenir la apariciém de una enfermedad cardifaca en
un ser humano, en particular cuando dicho ser humano tiene
una predisposicién para sufrir de estas afecciones;

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

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

Daescripcisn detallada de la invencisn

La presente invencién se relaciona con la clonacién e
identificacién de la regi6n de control de la expresifén 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 1la 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 polinuclebétidos
que comprenden una nueva regiém 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
polinucleétidos heterSlogos 1ligados operativamente a la

misma.
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Alplamiento y caracterizacién de polinuclebtidos de 1la
raglién de control de la expresién de corina

Esta invencifn se basa en técnicas de rutina en el
campo de la genética recombinante. Los textos bésicos que
deacriben los métodos generales de uso en esta invencidn
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, 1994).

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
plasmido que contiene a los genes de corina y sus regicnes
flanqueadoras 5’. Ambos genes de corina, humano y de murino,
abarcan al menos 200 Kb y consipten de 22 exones y 21
intrones.

La secuencia de ADNc de corina predice una proteina
compuesta de numeroscs dominios discretos. Los limites entre
los dominioB de la proteina corresponden casi exactamente a
los limites de exones/intrones de la eatructura gendmica,
como sBe ilustra esquemiticamente en la figura 2. La cola
citoplasmitica por el extremo N-terminal esti codificada por

el extn 1 y la mitad del exén 2, seguido del dominio
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transmembrana que est& codificado por la otra mitad del exén
2, La regién entre el dominio transmembrana y el primer
dominio frizzled esti codificada por el exdn 3. Cada uno de
los dominios frizzled estd codificado por dos exones, cada
uno de los ocho LDLR por un solo ex6n y el dominio rico en
cisteina del receptor del secuestrante por tres exones. El
dominio de proteasa por el extremo C-terminal esté
codificado por los exones 19 a 22, donde el ex6n 19 codifica
la secuencia que incluye el sitio de activacidn proteoclitica
Yy el regiduo histidina catalitico. Los exones 20 y 22
codifican las secuencias gque incluyen los otros dos residuos
catalitico, &cido aspértico y serina, reapectivamente.

ClonaciSén de la regifn de control de la expresién de corina

Para clonar los genesa de corina humano y de murino y

sus regiones flanqueadoras 5, se sintetizaron
oligonuclestidos especificos correspondientes a las
secuencias de ADNc de corina publicades para estos genes
(Yan et. al. (1999) J. Biol. Chem. 274: 14926-14935). Estos
cebadores de oligonucletStidos 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 sBe 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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Los clones BAC positivos identificados fueron secuenciados
directamente mediante una estrategia shotgun o subclonados
en el pUCll8 (PanVera/Takara, Madison, WI)} para 1la
secuenciacién. El1 ensamblaje de las secuenclas con shotgun
se efectuf usando el paquete Staden (Bonfield et al. (1995)
Nucleic Acids Res. 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 basade en PCR. Se secuenciaron tres de
los clones BAC usando una estrategia shotgun y estas
secuencias, en combinacién con la informacién en el archivo

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

B0/Traces/trace.cqgi, http: //trace.ensembl.org), que se

usaron para ensamblar una secuencia contigua de 340 kb que
contiene al gen de corina humano, y para determinar 1las
Becuencias de 5 contigs para el gen de corina de murinos.
Para dicho gen de corina murino, se confirmé el orden de los
5 contigs por la existencia de varios pares de lectura
apareados en los respectivos contigs 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
tamafio del inserto de las bibliotecas shotgun disponibles al
piblico estaba bien definido. Luego 8se analizaron 1las
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 aisld un fragmento Hind III-
EcoR I adicional de 4165 bp del BAC 26540, que incluia 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 nfimero de accesoc AF521006) .

Los polinucleStidos de la regién de control de la
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 polinuclettidos de
la regitn de control de la expresién se obtuvieron con un
método basado en PCR o con digestién con enzimas de
restriccién o una combinacién de ambos. Los polinucleétidos
de la regién de control de la expresifn de la corina de 4023
bp (SEQ ID N°: 6) se amplificaron a partir del fragmento
Hind III-BcoR I de 4165 bp o del ADN genémico humano usando
los cebadores Fl1 (S’-AAGCTTCATGAGGGCAGGAG-3‘) (SEQ ID N°: 7)
y R1 (5'-GAGCTCGCTTATTCTTCTGTCCACTT-3*} (SEQ ID N°: B). De
manera similar, se amplificaron 1los polinucledtidos la
regién de control de la expresién de la corina de 1283 bp
(SEQ ID N°: 5) usando los cebadores @ F2 (57 -
AAGCTTATAAAAATAATAGCTTCTTC-3’) (SEQ ID N°: 9) y Rl y los
polinucleStidos de la regién de control de la expresién de
la corina de 391 bp (SEQ ID N°: 4) pe amplificaron usando
los cebadores F3 (5’~AAGCTTAGTAACTCTTTTIGCTCCCAA-3’) (SEQ ID

N°: 10) y R1.
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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 genémico para el aislamiento de
los polinuclebtidos de la regién de control de la expresibdn
de la corina de mamifero.

PolinucleStidos funcionales de la regiénm de control de la

expresién de corina

Los polinucleStidos de la regién de control de 1la
expresién de corina descritos previamente fueron evaluados
por su actividad de transcripci6n especifica del corazén
ligando operativamente los polinucleb6tidos de una regién de
control de la expresi6én dada a un gen informante,
transfectando 1la construccién en miocitos cardiacoe y
evaluando luego 1la <capacidad de 1la Bsecuencia de
polinucleétidos de dicha regién de control de la expresién
particular para dirigir una transcripcitn 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 cé&lula huésped. Las proteinas informantes

tipicas para los promotores eucariotas incluyen
cloranfenicol acetiltranaferasa (CAT) , luciérnaga o
luciferasa de Renilla, beta-galactosidasa, 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 regién 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 polinuclebétidos de la
regién de control de 1la expreslén de corina 1ligados
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 cultivo celular, transfeccifn y evaluacién de
genes informantes véase Ausubel et al. (2000), supra;
Transfection Guide, Promega Corporation, Madison, WI (1998).
Los polinucledtidos de la regién de control de la expresién
de la corina pueden Bser evaluados por su actividad de
transcripcién especifica del corazén por transfeccién de los
vectores de ensayo en paralelo en lineae celulares derivadas
y no derivadas del coraz6n. 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-
SV40, Promega, Madison, WI) es co-transfectado junto con
dicho vector de ensayo para controlar las variaciones en
cuanto a eficacia de transfeccidn o traducciém del gen

informante entre las distintas lfneas celulares.
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Como alternativa, la transcripcién dirigida por 1los
polinuclebtidos de la regi6n de control de la expresién de
corina también puede ser detectada por medicién directa de
la cantidad de ARN transcrita de dicho gen informante. En
estas realizacicnes, el gen informante puede ser cualquier
dcido nucleico que se pueda transcribir de secuencia
conocida que no sea expresado de otra manera por la célula
huésped. El1 ARN expresado a partir de las construcciones con
los polinuclebtidos de la regi6n de control de la expresién
de corina puede ser analizado mediante té&cnicas conocidas en
el arte, por ejemplo, transcripcifén inversa y amplificacién
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 polinucleétidos de gran
densidad y semejantes.

La capacidad de la secuencia de polinucleétidos de la
regién de control de la expresiémn de corina para activar la
transcripcién se evalGa tipicamente con relacién a una
construccién de control. En una realizacién, se evalda la
capacidad de los polinucle6tidos de la regién de control de
la expresidén de corina para activar la transcripcién por
comparacién de la expresién de un gen informante ligado a
dichos polinucleb6tidos de la regién de control de la

expresién de corina con la expresién de un gen informante
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idénticeo no ligado a dicha secuencia. Por consiguiente, en
una realizacién preferida, 8e compara la exprepién de
luciferasa entre pRL-SV40 y pRL-SV40, donde la secuencia de
polinucleftidos de la regitn de control de la expresién de
corina fue insertada 5’ con respecto al gen de luciferasa
{(véase el Ejemplo 2, Figura 4). En otras realizacionea, se
puede comparar la actividad de los polinucleétidos de la
regitn 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 polinucleftidos de la
regién de control de la expresién de corina con la actividad
de un gen informante dirigido por un promotor vya
caracterizado (por ejemplo, el promotor/potenciador SV40 en
pGL3-Control, Promega, Madison, WI).

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

celular HL-5. Se puede emplear cualquier linea celular de



232 A1
o

mamifero facilmente 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 polinuclebStidos de la regién de control
de la expresién de corina tanto humanos (hCp405LUC)} como de
ratén (mCp642LUC) mediante comparacién de la expresién de
luciferasa de luciérnaga a partir de vectores con y sin
estos fragmentos de la regi6n de control de la expresidn en
lineas celulares HL-5 y Hela. Para cada ensayo, se normaliza
la actividad de la regi6n de control de la expresifn de la
corina con la actividad del promotor SV40 co-transfectado
(es decir, pGL3-Control) con el fin de controlar 1la
variabilidad entre las lineas celulares.

Una vez demostrada 1la actividad de transcripcién
especifica del corazén de los polinucleStidos 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 tranascripcién especifica
del corazén en los ensayos de la invencién. Dichos derivados
de los polinucleStidos de la regién de control de la
expresifén de corina son de utilidad para generar promotores
mis compactos, para disminuir la expresién basal en cé&lulas
no cardfacas, para eliminar secuencias represoras © para

identificar nuevas proteinas reguladoras de la transcripcién



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

Se pueden consetruir subfragmentoca y derivados de 1la
regién de control de la expresién de corina utilizando los
métodos 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 regidén
de control de 1la expresién de corina (Ejemplo 2)., La
comparacién de la actividad de transcripcién de una serie de
supresién, permite localizar los elementos que contribuyen o
que disminuyen una tranacripcién especifica del corazén.
Sobre la base de dichos andlisis, es posible disefiar
derivados de los polinucleétidos de la regién de control de
la expresién de corina. Por ejempleo, se pueden comparar
elementos de la regién de control de la expresién de corina
con elementos reguladores especificos del corazén o ubicuos
de promotores heterSlogos para incrementar la especificidad
cardiaca o la actividad de los polinucleétidos de la regién
de control de la expresién de la corina.

Vectores y células huésped
La presente invencién también ee relaciona con vectores

que incluyen los polinucledStidos de la presente invencién,
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con cé&lulas huésped gue son manipuladas genéticamente con
los vectores de la invencifén y con la produccifn 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 & Sonas,
Nueva York, N.Y., 1989.

Lasg células huésped pueden Ber manipuladas
genéticamente para incorporar polinucleStidos que contienen
a la regi6n de control de la expresidn de corina de la
presente invencién, asf como los polinucleétidos que
contienen la regién de control de la expresi6n de corina
ligados operativamente a los genes que codifican corina u
otros polipéptidos, con el fin de permitir la expresién del
producto codificado por loa polinuclebtidos ligados, por
ejemplo corina. Los polinucleétidos pueden ser introducidos
en células huésped usando técnicas bien conocidas de
infeccién, transduccitn, transfeccifn, transveccién y
transformacién. Loa polinucleStidos 8se pueden introducir
solos o con otros polinucleftidos. Dichos otros
polinucleétidos se pueden independientemente, se pueden co-
introducir o© @se ©pueden introducir unidos a los
polinucleédtidos de la invencién.

Por consiguiente, por ejemplo, los polinucledtidos de
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la invencién pueden ser transfectados en células huésped
junto con otro polinucleStido separado que codifica un
marcador seleccicnable, usando técnicas esténdar de co-
transfecciébn y Beleccibén, por elemplo, en células de
mamifero. En este caso, los polinucle6tidos se incorporarén
en general de forma estable en el genoma de la célula
huésped.

Como altermativa, los polinuclebétidos se pueden unir a
un vector gque 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 pl&smido como ADN en la forma de un precipitado, tal como
un precipitado de fosfato de calcio, 0 en un complejo con un
lipido cargado. También se puede usar electroporacién para
introducir polinucle6tidos en un huésped. Si el vector es un
viruas, puede ser empaquetado in vitro o se puede introducir
en una célula empaquetadora y el virus empagquetado puede ser
transducido en las células. Hay una amplia variedad de
técnicas adecuadas para obtener polinucleStidos y para
introducir polinucleétidos en células de acuerdo con este
aspecto de la invencién que son bien conocidas y de rutina
para los especialistas en el arte. Dichas técnicas se
revisan extensamente en Sambrook et al., citado previamente,

que son ilustrativas de los numerosos manuales de



laboratorio que describen detalladamente estas técnicae. 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 polinucledtidos, preferentemente ADN,
mediante técnicas bien conocidas para introducir ADN y ARN
en células. Loes vectores, en el caso de vectores de fagos y
virales, también y preferentemente sge pueden introducir en
las células como virus empaquetados o encapsulados mediante
técnicas bien conocidas de infeccién y transducciébn. Los
vectores virales pueden ser competentes para la replicacién
o defectuosos para la replicacién. En este Gltimo caso, la
propagacién viral generalmente tendrd lugar solamente en
células huésped complementarias.

Los vectores preferidos, en determinados sentidos, son
los que permiten la expresién de los polinucleétidoe y
polipéptidos de la presente invencién. En general, dichos
vectorea comprenden regionea de control que actfian en cis
eficaces para la &expresién en un huésped ligados
operativamente al polinucleétido a expresar. Los factores
apropiados que actfian en trans son suministrados por el
huésped, son suministrados por un vector complementario o
son suministrados por el propio vector con la introduccién

en el huésped.



Los polinucleStidos de la regi6n de control de la
expresién de corina de la invencién se pueden insertar en el
vector medlante cualquiera de las numerosas técnicas bien
conocidas y de rutina. En general, la secuencia de ADN a
expresar Be une a un vector de expresién clivando la
secuencia de ADN y el vector de expresién con una o més
endonucleasas de restricciénm y posterior unién de los
fragmentos de restriccién usando la T4 ADN ligasa. Los
procedimientos de restriccifn y ligacién que se pueden usar
para tal fin son bien conocidos y de rutina para los
especialistas. Los procedimientos adecuados en este sentido,
Yy para construir vectores de expresifn usando técnicae
alternativas, que también son bien conocidos y de rutina
para los especialistas, Be describen con gran detalle
Sambrook et al., citado precedentemente.

Usos de la regién de control de la expresién de corina

Los polinucledStidos de la regién de control de 1la
expresidn de corina de la presente invencidén son de utilidad
para expresar especificamente moléculas terapéuticas en
células derivadas del corazén. La expresién especifica del
corazén de las moléculas terapéuticas se puede utilizar, por
ejemplo, para tratar insuficiencia cardfaca congestiva,
hipertensién e hipertrofia cardiaca. Por lo tanto, se pueden
construir vectores que comprenden polinucledtidos

terapéuticos ligados operativamente a los polinuclebdtidos de
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la regin de control de la expresién de corina de 1la
presente invencién y administrarlos a los pacientes para el
tratamiento de enfermedades cardfacas y para desarrollar
sustancias terap&uticas nuevas y mejoradas.

Se puede ligar operativamente cualquier polinucleétido
terapéutico a los polinuclebétidos de la regién de control de
la expresién de corina, incluyendo a modo de ejemplo, el
polinucleétido que <codifica corina. Tipicamente, dichos
polinucleétidos de la regién de contxol de la expresién de
corina se incluyen en un casete de expresién y se inserta 5’
con respecto al polinucleétido terapéutico a expresar. Los
polinucleétidos de la regién de control de la expresién de
corina se pueden ubicar inmediatamente proximales para el
polinuclebtido terapéutico, aunque los e€lementos
potenciadores del polinucleétido de la regién de control de
la expreeién de corina se puede ubicar en cualquier lado
comprendido dentro de varios kilobases con respecto al
polinuclebdtido terapéutico, incluyendo el extremo 3’ del
polinucleétido terapéutico y dentro de los intrones. La
capacidad del polinucle6tido de la regién de control de la
expresién de corina para conferir una transcripcién
especifica del corazfn a partir de una posicién dada puede
ger verificada ubicando al polinuclebétido de la regién de
control de la expresién de corina en una configuracidn

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

El polinucletStido de la regitn de control de 1la
expresiébn de corina s8e puede ligar directamente al
pelinucleétido que codifica una molécula terapéutica Bsin
secuencias adicionales. En las realizaciones donde el
polinucleétido de la regién de control de la expresién de
corina no incluye 1los 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 lose elementos de inicio de
la transcripcién nativoe del gen terapéutico o© pueden
derivar de un promotor heterflogo eucariota o viral. Ademis,
es posible incrementar el nivel de expresién del gen
terapéutico incluyendo secuencias potenciadoras y de
poliadenilacién del gen terapéutico o de genes heterélogos,
en tanto se conserve la especificidad de la expresidn para
el corazén (medida en los ensayos de la invencién).

Los vectores para transfectar c¢é&lulas 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
polinucleétidos terapéuticos a promotores especificos del
corazén y los métodos para dirigir a los vectores hacia las

células cardiacas in vitro o in wvivo, las xrutas de



administracién y las dosificaciones para el tratamiento de
enfermedades cardfacas con vectores terapfuticos se pueden
consultar en Tang et al. (2002) Methods 28: 259-266;
Phillips et al. (2002) Hypertension 39: 651-655; Prentice et
al. (1997) Cardiovas. Resa. 35: 567-574; Beggah AT et al.
(2002) PNAS 99: 7160-7165; Monte et al. (2003) J. Physiol.
546: 49-61.

Por lo tanto, los polinuclebtidos de 1la regiém de
control de la expresién de corina de la presente invencién
se pueden utilizar para una expresifn especifica del corazén
de diversoa polinucleftidos terapéuticos. Los
polinucleétidos terapéuticos expresados por los
polinucleétidos de la regién de control de la expresién de
corina son activos por { mismos {(por ejemplo,
polinucleétidos antisentido y cataliticos) o pueden
codificar una proteina que tendri beneficioe terapéuticos.
Expresién de ribonucleftidos antisentido y cataliticos.

Uno de los tipos de polinuclebStidos terapéuticos que
puede ser expresado por los polinuclebdtidos de la regién 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
polinucledtido de la regién de control de la expreasién de
corina estd ligado operativamente a un polinucleétido que,

cuando es transcripto por laa ARN polimerasas celulares,
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tiene la capacidad de unirse a un ARNm blanco. La derivacién
de una secuencia antisentido, basada en una secuencia de
ADNc que codifica una proteina blanco se describe, por
ejemplo, en Stein & Cohen (1988) Cancer Res. 4B: 2659-68 y
van der Krol et al. (1988) BioTechniques 6: 958-76. La
proteina blanco serin generalmente una protefna cuya
presencia podria contribulir o incrementar las probabilidades
de enfermedades cardiacas, por ejemplo la enzima
convertidora de angiotensina, el receptor de anglotensina II
o NF-ATC (Stein et al. (1998) Amer. Heart J. 135: 914-923;
Levin et al. (1998) New Eng. J. Med. 339: 321-328; Keating Yy
Goa (2003) Drugs 63: 47-70). Por consiguiente, la expresién
especifica del corazén de la molécula antisentido puede
reducir preferencialmente la expresién de estas proteinas en
los individuos de riesgo. Se ha descrito el uso exitoso de
una expresién antisentido especifica del corazén (Beggah AT
et al. (2002) PNAS 99: 7160-7165). Dicho enfoque ha
demostrado su eficacia en el tratamiento de £fibrosis
cardlaca e insuficiencia cardiaca usando una expresién
especifica del corazé6n (Lee et al. (1966) Anticancer Res.
l6: 1805-11).

AdemSs de los polinucleStidos antisentido, se pueden
disefiar ribozimas para inhibir la expresién de molé&culas
blanco. Una ribozima es una molécula de ARN que cliva

cataliticamente otras molé&culas de ARN. Por lo tanto, los
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polinucleétidos de la regidn de control de la expresitén de
corina de la presente invencién se pueden usar para expresar
fibozimas especificamente en cé&lulas derivadas del corazén
ligando un polinuclettido que codifica una ribozima a un
polinucleétido de la regién de control de la expresién de
corina. Se han descrito diferentea tipos de ribozimas,
incluyendo ribozimas del grupo I, ribozimas de cabeza de
martillo, ribozimas en horquilla, RNasa P y ribozimas de
cabeza de hacha (véase, por ejemplo, Castanotto et al.
(1954) Adv. in Pharmacology 25: 289-317 por una revigién
general de las propledades 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., Publicaciém de Patente
Europea N°: 0 360 257 (1990); Patente de EE.UU. N°;:
5.254.678. Los métodos para preparar ribozimas son bien
conocidos por los especialistas 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. 1l: 39-45; Leavitt et al. (1995) Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.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 terapfuticas:
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Se puede utilizar una amplia variedad de proteinas
terapéuticas en el tratamiento de enfermedades cardiacas.
Por lo tanto, el polinucleétido de la regién de control de
la expresitn de corina de la presente invencién se puede
usar para expresar polinuclebétidos que codifican proteinas
terapéuticas especificamente en células cardiacas. Las
proteinas terapéuticas pueden ser de origen procariota,
eucariota, viral o @8intético. Cuando 1la proteina
terapéutica no es originaria de mamifercs, la secuencia de
codificacién de 1la 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 polinucleétidoe de la regién de control
de la expresién de corina para permitir una expresién
especifica en el corazén y emplear con é&xito en el
tratamiento de enfermedades cardfacas de cualquier
etiolegfa, incluyendo (a modo de ejemplo) enfermedad
cardfaca isquémica, enfermedad cardfaca hipertensiva,
enfermedad cardiaca 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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presién sanguinea promoviendo la secrecién de sodio y la
vasodilatacién, y el péptido natriurético de tipo B, (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), asi como formas dominantes negativas de
dichos genes, como corina (Wu et al. (2002) J. Biol. Chem.

277: 16900-16905).

Identificacién de moduladores de la expresién de corina

Loa polinucledtidos de la regién de control de la
expresién de corina de la presente invencién se pueden
utilizar para identificar nuevos moduladores gque sgeré&n de
utilidad en el control de enfermedades relacionadas con el
corazén en mamiferocs, en especial en el hombre, ejemplos de
loe cuales son: hipertensién cardiovascular, insuficiencia
cardfiaca congestiva o cardiomiopatias. Dichos moduladores
gson 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 expresién del gen de corina, tal como, a modo de ejemplo,
elasticidad mecénica, volumen sanguineo, excrecién de sales,
produccifn wurinaria y tono vasomotor. Los moduladores
también son de utilidad para imitar en animales aquellas
enfermedades o afecciones del hombre que se relacionan con

el nivel de expresién de loa polipéptidos seleccionados.
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Especificamente, los agentes que se unen y modulan
dicha expresién se pueden i1dentificar por su capacidad para
causar un cambio en el nivel de transcripcién de un gen
informante, por ejemplo de luciferasa, que ha sido ligado
operativamente a un podlinuclebtido de la regién de control
de la expresidn de corina, descrito precedentemente. (Véase
el Ejemplo 2).

Los agentea evaluados en el método anterior se pueden
seleccionar aleatoriamente o raclionalmente o pueden ser
disefiados. Tal como se utiliza aqui, se dice que un agente
es seleccionado aleatoriamente cuando dicho agente se elige
al azar sin tener en cuenta ninguna secuencia especifica. Un
ejemplo de agentes Beleccionados aleatoriamente es el uso de
una biblioteca quimica o un caldo de cultivo de un organismo
o0 extracto de plantas (Bunin, et al. (1992) J. Am. Chem.
Soc. 114: 10997-10998 y las referencias citadas en 1la
misma) .

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

Terapia genética
La presente invencién provee polinucleétidos de 1la

regién de control de la expresién de corina que pueden ser



transfectados en las cé&lulas con fines terapéuticos in vitro
e in vivo. Estos &cidos nucleicoe se pueden insertar en
cualquiera de numercsos vectores bien conocidos para la
tranafeccién de células y organismos blanco como se
describird mis adelante. Los &cidos nucleicos son
transfectados en células, ex vivo 0 in vivo, a través de la
interaccién del vector y la célula blanco. Tipicamente, el
ligamiento operativo de un polinucleéStido de la regién de
control de la expresién de «corina y un segundo
polinucleétido, de utllidad terapéutica, genera 1una
expresién especifica del <corazén de dicho segundo
polinucleétido. Las composiciones son administradas a un
paciente en una cantidad suficiente como para generar una
respuesta terapéutica en dicho paciente. La cantidad
adecuada para lograrlo se define como la *“deosis 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 terapia genética, véase Anderson (1992)
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Science 256: B80B-13; Nabel & Felgner, TIBTECH (1993), Vol.
11, pags. 211-17; Mitani & Caskey, TIBTECH (1993), Vol. 11,
pags. 162-66; Mulligan, Science (1993), Vol. 260, pags. 9526-
32; Dillon, TIBTECH (1993), Vol. 11, péga. 167-75; Miller,
Nature (1992), Vol. 357, pagse. 455-60; Van Brunt,
Biotechnology {1998}, Vol. 6, pdgs. 1149-54; Vigne,
Regtorative Neurol. Neurosci. (1995), Vol. 8, plga. 35-36;
Kremer & Perricaudet, British Medical Bulletin (1995), Vol.
51, péags. 31-44; Haddada et al., en Current Topics in
Microbiology and Immunology {(Doerfler & BoShm eds., 1995); y
Yu et al., Gene Therapy (1994), Vol. 1, pags. 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 loe especialistas en
el arte. Preferentemente, log &cidos nucleicos 8son
administrados para su aplicaciénm en terapias genéticas in
vivo o ex vivo. Los sistemas de distribucién de vectores no
virales incluyen plé&smidos de ADN, &cido nucleico desnudo y
dcidos nucleicos que forman complejos con un vehiculo
transportador, tal como wun 1liposoma. Los sistemas de
distribucifn de vectores virales incluyen virus a ADN y ARN,
con genomas episSmicos o integrados luego de su

administracién a la célula.
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Los métodos de distribucién no viral de 4&cidos
nucleicos incluyen lipofeccién, microinyeccién, bilollstica,
virosomas, liposomas, inmunoliposomas, policationes o
lipidos: conjugados de &cidos nucleicos, ADN desnudo,
viriones artificiales y captacién de ADN mejorada por
agentes. La lipofeccidén se deacribe, por ejemplo, en las
Patentes de EE.UU. N°: 5.049.386, 4.946.787; y 4.897.355, y
los reactivoa de lipofeccitn se pueden obtener
comercialmente (por ejemplo, Transfectam™ y Lipofectin™).
Los lipidos catifnicos 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 distribucién puede per en células
(administracién ex vivo} o en tejidos blanco {(administracién
in vivo).

La preparacién de los complejos de 1lipido:4cido
nucleico, incluyendo 1les liposomas dirigidos tal como
complejos de inmunolipidos, es bien conocida para el
especlalista en el arte (véase, por ejemplo, Crystal,
Science (1995), Vol. 270, pags. 404-10; Blaese et al.,
Cancer Gene Ther. (195%5), Vol. 2, pégs. 291-97; B;hr et al.,
Bioconjugate Chem. (1994), Vol. 5, p&gs. 382-89; Remy et
al., Bioconjugate Chem. (1994), Vol. 5, paAga. 647-54; Gao et
al., Gene Therapy (1995), Vol. 2, pégs. 710-22; Ahmad et

al., Cancer Res. (1992), Vol. 52, pAgs. 4817-20; Patentes de
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EE.UU. N°®: 4.186.1B3, 4.217.344, 4.235.B71, 4.261.975,
4.485.054, 4.501.728, 4.774.085, 4.837.028 y 4.946.787).

El uso de sistemas basados en ARN o ADN viral para la
distribuci6tn de &cidos nucleicos aprovecha 1los procesos
avanzados de dirigir un virus a células especificas en el
cuerpo y tranaferir la carga viral al niicleo. 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 administracién de las
células modificadas a los pacientes (ex vivo). Los sistemas
basados en +virus convencionales para distribuir &cidos
nucleicos pueden incluir los siguientes vectores:
retrovirales, lentivirus, adenovirales, adenoasociados vy
Herpes simplex para la transferencia de genes. Los vectores
virales constituyen actualmente el método més eficaz vy
versdtil de tranaferencia de genes en células y tejidos de
interés. La integracifn en el genoma huésped se puede lograr
con loa métodos de transferencia de genes con retrovirus,
lentivirus y adenocasociados, que a menudo da como resultado
una expresidn a largo plazo del transgen insertado. Ademés,
se han observado eficacias de transduccién altas en muchos
tipos celulares y tejidos blanco diferentes. En particular,
actualmente existen al menos seis enfoques con vectores
virales para la transferencia de genes en estudios clinicoa,

siendo por mucho los vectores retrovirales el sistema de uso



mids frecuente. Todos estos vectores virales wutilizan
enfoques que comprenden complementacién de  vectores
defectuosos por genes insertados en 1lineas celulares
auxiliares para generar el agente de transduccién.

El tropigmo de un retrovirus puede ser alterado con la
incorporacién de proteinas de envoltura extraflas, que
expanden asi 1la poblacién blanco potencial de célulaa
blanco. Los vectores lentivirales son vectores retrovirales
capaces de transducir o infectar células que no eatén en
divisi6bn y tipicamente producen titulos virales altos. La
seleccién del sistema de transferencia de genes retrovirales
dependerd entonces del tejido Dblanco. Los vectores
retrovirales est&n compuestos de repeticiones terminales
largas que actGan en cis con capacidad para empaquetar hasta
6-10 kbp de secuencia extrafia. Las LTR minimas que actfian 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
expresiSn permanente del transgen. Los vectores retrovirales
de mayor uso incluyen lose 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 mismos
(véase, por ejemplo, Buchscher et al., J. Virol. (1992},

Vol. 66, pags. 2731-39; Johann et al., J. Virol. (1992),



Vol. 66, pigs. 1635-40; Sommerfelt et al., Virology (1990),
Vol. 176, p&ga. 58B-59; Wilson et al., J. Virol. (1989), Vol.
63, paAgs. 2374-78; Miller et al., J. Virol. (1991), Vol. 65,
pigs. 2220-24; PCT/US94/05700).

Los vectores pLASN y MFG-S son ejemplos de vectores
retrovirales que s8e han utilizado en estudios clinicos
(Dunbar et al., Blood {1995), Vol. 85, plgs. 304B8-57; Kohn
et al., Nat. Med. (1995), Vol. 1, pAgs. 1017-23; Malech et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. (1997), Vol. 94, pégs.
12133-38). El1 vector PA317/pLASN fue el primer vector
terapéutice utilizado en un estudio de terapia genética
(Blaese et al., Science (1995), Vol. 270, pé&gs. 475-80). Se
han observado eficacias de tranaduccién del 50% o mis para
los vectores empaquetadoa MFG-S (Ellem et al., Immunol.
Immunother. (1997), Vol. 44, pags.l1l0-20; Dranoff et al.,
Hum. Gene Ther. (1997), Vol. 1, pAgs. 111-23).

En agquellas aplicaciones donde 8e prefiere una
expresién transitoria del 4&cido nucleico, 8se emplean
tipicamente sistemas basados en adenovirus. Los vectores
bapados en adenovirus pueden ofrecen una eficacia de
transduccién muy alta en muchos tipoa celulares y no
requieren de divisién celular. Con dichos vectores se han
obtenido titulos y niveles de expresifn altos. Este vector
se puede producir en grandes cantidades con un sistema

relativamente simple. También 8e usan vectores de virus
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adenocasociados (*AAV”) para transducir células con &cidos
nucleicos de interés, por ejemplo, en la produccién in vitro
de &cidos nucleicos y péptidos y en los procedimientos de
terapla genética in vivo y ex vivo (véase, por ejemplo, West
et al., Virology (1987), Vol. 160, p&gs. 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, pégs. 1351). La construccibén de vectores de
AAV recombinantes se describe en numerosas publicaciones,
incluyendo la Patente de EE.UU. N°: 5.,173.414; Tratachin et
al., Mol. (Cell. Biol. (1985), Vol. 5, pégs. 3251-60;
Tratachin et al., Mol. Cell. Biol. (1984), Vol. 4, pégs.
2072-81; Hermonat & Muzyczka, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.,
(1984), Vol. 81, pags. 6466-70; y Samulski et al., J. Virol.
(1989), Vol. 63, p&gs. 3822-28.

Los vectores recombinantes de virus adenocasociados
(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 plasmido que solamente retiene las
repeticiones terminales invertidas de AAV de 145 bp que
flanquean al casete de @expresién transgénico. Una
transferencia eficaz de genes y una distribucién estable del
transgen debido a su integracién en loe genomas de la célula

transducida son caracteristicae clave para este sistema de



vectores (Wagner et al., Lancet (1998), Vol. 351, pégs.
1702-03; Kearns et al., Gene Ther. (1996), Vol. 9, pégs.
748-55).

Los vectores adenovirales recombinantes de replicacién
deficiente (Ad) se usan predominantemente en las terapias
genéticas de expresiém transitoria, porque se pueden
producir con titulos muy altos y porgque infectan rapidamente
numerosos tipos celularee diferentes. La mayoria de 1los
vectores de adenovirus son manipulados de modoc tal que un
transgen reemplaza a los genes Ad Ela, Elb y E3; a
continuacién, el vector de replicacién defectuosa es
propagado en células 293 humanas que suministran la funcifn
suprimida del gene en trans. Los vectores Ad pueden
transducir miltiples tipos de tejidos in wvivo, incluyendo
c€lulas diferenciadas, que no estin en divisién, tal como
los que se pueden encontrar los tejidos de higado, rifién y
el sistema muscular. Loe vectores Ad convencionalea 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, pégs.l1083-92). Otroe ejemplos del uso de
vectores de adenovirus para la transferencia de genes en
estudios clinicos incluyen Rosenecker et al., Infection

(1996), Vol. 241, pags. 5-10; Welsh et al., Hum. Gene Ther.



(1955), Vol. 2, pégs. 205-18; Alvarez et al., Hum. Gene
Ther. (1997}, Vol. 5, pags. 557-613; Topf et al., Gene Ther.
(1998), Vol. 5, pags. 507-13; Sterman et al., Hum. Gene
Ther. {1998), Vol. 9, pags. 1083-89.

En muchas aplicaciones de terapia genética, resulta
deseable que el vector de dicha terapia genética saea
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 expresi6n de un ligando como una proteina de fusién
con una proteina de recubrimiento viral por la superficie
externa del virus. Se elige un ligande con afinidad por un
receptor de presencia conocida en el tipo celular de
interée. Por ejemplo, Han et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. (1995), Vol. 92, p&gs. 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 cé&lulas 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 qQue expresan una proteina de fusién Adel
ligando y el receptor expresado en la célula blanco. Por
ejemplo, se pueden manipular fagos filamentosos para que
expresen fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, Fab o Fv)

con una afinidad de unién especifica para practicamente



cualquier receptor celular de eleccién. Aunque la
deecripcitn anterior se aplica primariamente a vectores
virales, se pueden aplicar los mismos principios a vectores
no virales. Dichos vectores pueden ser manipulados para
contener secuencias de captacién especificas considerados
favorables para su captacién por células blanco especificas.
Composiciones farmacéuticas y administracién

La presente invencién también se relaciona con
composiciones farmacéuticas que pueden comprender la regién
de control de la expresién de corina o un vector que
comprende la regién de control de 1la expresién, en
combinacién con un vehiculo aceptable para uso farmacéutico.
En una realizaciém de la presente invencién, el vehiculo
aceptable para uso farmacéutico es farmacéuticamente inerte.

Los vectores de terapia genética se pueden distribuir
in vivo mediante administraci6nm a un paclente individual,
tipicamente por administracién sistémica (por ejemplo,
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subdérmica o
infusién intracraneal) o por aplicacién tépica, como se
describlrd mis adelante. Como alternativa, los vectores
pueden ser administrados a las células ex vivo, tal como a
células explantadas de un paciente individual (por ejemplo,
linfocitos, aspirados de médula 6sea, 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 aseleccionar las células que han
incorporado el vector.

La transfeccién de células ex vivo con finea de
diagnéstico, investigacién o para una terapia genética {(por
ejemplo, a través de una re-infusién de 1las células
transfectadas en el organismo huésped) es bien conocida por
los especialistas en el arte. En una realizacién preferida,
se aislan células del organismo, se transfectan con un écido
nucleico (gen o ADNc) y se vuelve a infundir en el organismo
(por ejemplo, un paciente). Existen diversos tipos celulares
adecuados para la transfeccién ex wvivo que son bien
conocidos por 1los especialistas en el arte (véase, por
ejémplo, Freshney et al., Culture of Animal Cells, A Manual
of Basic Technigue (3" ed., 1994)) y las referencias citadas
en la misma por una discusién sobre cé6mo aislar y cultivar
células de pacientes).

Los vectores (por ejemplo, retrovirus, adenovirus,
liposomas, etc.) que contienen &cidos nucleicoa terapé&uticos
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 molé&cula en contacto intimo con células de
tejidos o sangre. Los mé&todos de administracién adecuados de

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

Los vehiculos aceptables para uso farmacéutico sae
determinan en parte por la composicién particular (_J"I-.le serd
administrada (por ejemplo, 4&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
invenci6én (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 17°® ed., 1989). La administracién se puede
efectuar de cualquier manera conveniente, por ejemplo, por
inyeccib6n, administracién oral, inhalacién o aplicacién
transdérmica.

Las formulaciones adecuadas para la administraci6n 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) cépsulas,
sachéts o tabletas, cada una de las cuales contiene una
cantidad predeterminada del ingrediente activo, como
liquidos, se6lidos, granulos o gelatina; {c) suspensiones en

un liquido apropiado; y (d) emulsiones adecuadas. Las formas
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en tableta pueden incluir uno o miés entre lactosa, sacarosa,
manitol, sorbitol, fosfatos de calcio, almidén de mafz,
almidén de papa, celulosa microcristalina, gelatina, diéxido
de 8ilice coloidal, talco, estearato de magnesio, A&clido
eptedrico y otros excipientes, colorantes, rellenos,
aglutinantes, diluyentes, agentes amortiguadores del pH,
agentes humectantes, conservantes, agentes saborlizantes,
cclorantes, agentes desintegradores Y vehiculosa
farmacéuticamente compatibles. Las formas en grageas pueden
comprender al ingrediente activo en un saborizante, por
ejemplo, sacarosa, asi como en pastillas que comprenden al
ingrediente active en una base inerte, tal como gelatina y
glicerina © B8acarosa y emulsiones de acacia, geles Yy
semejantes, que contienen, ademis del ingrediente activo,
los vehiculos conocidos en el arte.

El compuesto de eleccién, ya sea solo o en combinacién
con otros componentes adecuadoa, se pueden conformar en
formulaciones de aerosol (es decir, pueden Ber
*nebulizados”) con el fin de ser administrados por
inhala.cién. Las formulaciones en aeroscl se pueden colocar
en un propelente presurizado aceptable, tal como
diclorodifluorometano, propano, nitrégeno 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 subcutédnea,
incluyen soluciones para inyececién acuosas y no acuosas,
estériles ipoténicas, gue pueden contener antioxidantes,
soluciones amortiguadoras, bacteriostatos y solutos que
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,
solubilizadores, agentes espesantes, estabilizadores vy
conservantes. En la prictica de esta invencifén, 1las
composiciones &se pueden administrar, por ejemple, por
infusi6n intravenosa, por via oral, tépica, intraperitoneal,
intravesical o intratecal. La administraciém parenteral e
intravenosa son los métodos preferidos de administracién.
Las formulaciones de las composiciones se pueden presentar
en contenedores sellados con dosis wunitarias o doais
miltiples, tal como ampollaa y viales.

Las soluciones y suspensiones para inyeccién se pueden
preparar a partir de polves estériles, grénulos y tabletas
del tipo deacrito previamente. Las células transducidas con
los &cidos nucleicos para una terapia ex vivo también se
pueden administrar por via intravenosa o parenteral segln se
describi6 previamente.

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

obtener una regpuesta terapéutica beneficiosa en dicho
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paciente en el tiempo, La doBis serd determinada segln la
eficacia del vector particular empleado y la afecciémn del
paciente, asi como el peso corporal o Area de superficie del
paciente a tratar. El tamafio de la dosis también se
determinard seqglin la existencia, naturaleza y extenaién de
cualquier efecto secundario adverso que pudiera acompafiar la
administracién de un vector particular o el tipo celular
traneducido en un paciente particular.

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

Para la administracitén, 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



salud del paciente. La administracién se puede llevar a cabo
con dosis simples o divididas.
Conjuntos de elementos

La presente invencién se relaciona ademids con envases y
conjuntos de elementos farmacéuticos gque comprenden uno o
mis contenedores rellenos con uno © mids de los ingredientes
de las composiciones mencionadas de la invencién. Con dichos
contenedores se puede asociar una nota en la forma de una
prescripclén de una entidad reguladora de la elaboracién,
usoc © venta de productos farmacéuticos o biolégicos,
reflejando la aprobacifn por parte de dicha entidad de la
elaboracién, el uso o la venta del producto para su
administracién a seres humanos.

Ratones transgénicos

Los polinucleStidos de la regi6m de control Qe 1la
expresidn de corina de la presente invencitn también ae
pueden wusar para producir un mamifero transgénico,
preferentemente un ratén. Dicho organismo transgénico es de
utilidad, por ejemplo, para i1dentificar y/o caracterizar
agentes que modulan la expresién y/o actividad de dicho
polinucleétido. Los animales transgénicos también son de
utilidad como modelos de estados de enfermedad cardiaca.

La invencién descrita en la presente también se
relaciona con un animal tranagénico no humanoc que comprende

en su genoma una o mis copias de loa polinuclettidos de la
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invencién. Loa animales transgénicos de la invencifn pueden
contener en s8us gencmae miltiples copiae de 1loa
polinuclebtidos.

En una realizacién preferida, el animal transgénico
comprende en su genoma una regién de control de la expresitn
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, wuna vaca, cabra, oveja, conejo,
primate no humano o rata, mas preferentemente un ratén.

Los métodos para producir animales transgénicos son
bien conocidos por los especialistas en el arte e incluyen,
por ejemplo, recombinacién de homélogos, mutagénesis (por
ejemplo, ENU, Rathkolb et al. (2000) Exp. Physiol., 85: 635-
644), y el sistema de expresién de éenes regulado por
tetraciclina (por ejemplo, en la Patente de EE.UU. N°:
6.242.667), y no se describirdn con detalle en la presente.
(Véase, por ejemplo, Wu et al, Methods in Gene
Biotechnology, CRC 1997, pégs. 339-366; Jacenko, O.,
Strategies in Generating Transgenic Animals, en Recombinant
Gene Expression Protocols, Vol. 62 de Methods in Molecular
Biology, Humana Press, 1997, pégs. 399-424).

La presénte invencién también se relaciona con un

animal no humano noqueado cuyo genoma contiene una regién de

v



control de la expresién del gen de corina humano que estéd
ligado operativamente a una secuencia informante y donde
dicha regi6n de contrcl es eficaz para iniciar, terminar o
regular la transcripcién de dicha secuencia informante.

La interrupcién funcional de la secuencia informante
ligada operativamente a la secuencia de control se pueden
efectuar de cualquier manera eficaz, incluyendo, por
ejemplo, introduccidén de un codén de terminacién en
cualquier parte de la secuencia de codificacién de wmodo tal
que el polipéptido resultante queda bilolbégicamente inactivo
(por ejemplo, porque carece de un dominio catalitico, un
dominico de unién al ligando, etc.), introduccién de una
mutacién en un promotor u otra secuencia reguladora gque sea
eficaz para depactivarlo o reducir la transcripcién de la
secuencia informante de wuna Bsecuencia exfgena en la
secuencia informante que 1lo inactiva. Los ejemplos de
animales transgénicoe que contienen genes funcionalmente
interrumpidoe son bien conocidas, por ejemplo, los que Be
describen en las Patentes de EE.UU. N°: 6.239.326,
6.225.525, 6.207.878.

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

técnicas estadndar, que son bien conocidas en el arte,
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excepto cuando se describe de otra forma con mayor detalle.
Las técnicas de biolocgia molecular de rutina de los
siguientes ejemplos se pueden realizar como se describe en
los manuales de laboratorio esténdar, tal como Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2* Ed.; Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.,
1989.

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

Ejemplo 1l: Aislamiento y caracterizacién de los genes de
corina humano y de ratén gque incluyen 1las regiones
£langqueadoras 5’

Para clonar los genes de corina humanos y de murinos y
sus regiones flanqueadoras 57, se sintetizaron
oligonucleftidos especificos correspondientes a los extremos
5’ y 3’ de las secuencias de ADNc de corina. Estos cebadores
de oligonucleétidos fueron evaluados amplificando productos
especificos en reacciones basadas en PCR usando ADN genémico
humano o murino. Las reacciones de PCR se efectuaron usando
el Sistema de Reactivos para PCR (Life Technologies 1Inc.)

con 30 cicloes de amplificacién (1 min de desnaturalizacién a

%4
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94 °C, 1 min de alineacifén a 50 °C y 1 min de extensién a 72
°C) y una extensién final de 7 min a 72 °C. Loa pares de
cebadorea que amplificaron exitosamente 1los productos
especificos de la PCR se usaron luego en un analisis basado
en PCR para identificar clones BAC que contenfan al gen de
corina humano o murino y/o sue regiones de control de la
expresidn. El aislamiento del ADN de los clones BAC sge
efectué de acuerdo con las instrucciones del proveedor
(Incyte Genomics, Palo Alto, CA). Los clones de cromosomas
artificiales bacterianos (BAC) que fueron identificados como
positivos Be confirmaron ademis mediante anédlisis Southern
usande sondas de ADNc de corina humana y de murinc marcadas
con **pP. Los clones BAC fueron secuenciados directamente con
una estrategia shotgun o subclonados en el pUCl18
(Panvera/Takara, Madison, WI) para su secuenciacién. El
ensamblaje de las secuencias del shotgun se efectué usando
el paquete de software Staden (MRC Laboratory of Molecular
Biology; Bonfield et al. (1995) Nucleic Acid Res. 23: 4992-
4999) .

Se obtuvieron 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 secuenciaron tres
clones BAC con una estrategla shotgqunrn usando quimica de
terminacién con colorante. La combinacién de los datos de

shotgun con 1la informacién del archivo de seguimiento



disponible al pidblico (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov:

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

ensamblar secuencias contiguas de 340 kb que contenian al
gen de corina humano, y 5 contigs 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 los
respectivos contigs vecinos. La distancia entre los mismo
permitié determinar que el tamaiflo del hueco era menor que
500 bp, porque el tamafio del inserto de las bibliotecas
pliblicas de shotgun estaba bien definido. Luego Bse
analizaron las estructuras de los genes de corina humanos y
de murinos. Sin embargo, la secuencia genémica humana de 340
kb no contenfia la regién flanqueadora 5’. Se aislé un
fragmento Hind III-EcoR I adicional de 4165 bp del BAC
26540, que inclufa los primeroa 3919 bp de la regién
flanqueadora 5’, todo el exén 1 y parte del intrém 1
(enviado al banco de datos GenBank™/EBI con el nfimero de
acceso AF521006) .

Los polinuclebStidos de la regién de control de la
expresién 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 digestin con enzimas de
restriccién o una combinacién de ambos. Por ejemplo, el bp

polinuclebétido de la regién de control de la expresién de
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corina de 4023 bp (SEQ ID N*: 6) descrito en la presente se
amplificd a partir del fragmento Hind III-EcoR I de 4165 bp
o de ADN gendmico humano usando los cebadores Fl1 (5'-
AAGCTTCATGAGGGCAGGAG-3') (SEQ ID N°: 7) Y Rl {(5'-
GAGCTCGCTTATTCTTCTGTCCACTT-3') (SEQ ID N°: 8). El
polinucleétido de la regifn de control de la expresién de
corina de 1283 bp (SEQ ID N°: 5) descrito en la presente se
amplificé a partir del fragmento Hind III-EcoR I de 4165 bp
© de ADN genfmico humano usando los cebadores F2 (5'-
AAGCTTATAAAAATAATAGCTTCTTC-3’) (SEQ ID N°: 89) 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
amplificé a partir del fragmento Hind III-EcoR I de 4165 bp
o de ADN genSmico humano usando los cebadores F3 (5'-
AAGCTTAGTAACTCTTTTGCTCCCAA-3’) (SEQ ID N°: 10 ) y R1.
Cualquier tejido de mamifero, tal como leucocitos, del cual
se pueda extraer f&acilmente el ADN constituye una fuente
adecuada de ADN genémico para el aislamiento de 1los
polinucleétidos de corina de mamifero.
Ejemplo 2: Actividad del promotor de las reglones
flangqueadoras 5’

Se examind la actividad del promotor de las regiones
flangqueadoras 5' de 1los genes de corina preparando
construcciones informantes en las cuales se habian ligado

fragmentos truncados en serie de las secuencias

g
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flanqueadoras 5' de los genes de corina humanos o de murinos
a un gen de luciferasa sin promotor (véase la figura 4A).

Las comnstrucciones informantes promotoras de corina
humana, hCpl297LUC (regién de control de la expresién de
corina de 1283 bp (SEQ ID N°:) ligada al gen de luciferasa
de luciérnaga) y hCp405LUC (bp regién de control de 1la
expresién de corina de 391 bp (SEQ ID N°:) ligada al gen de
luciferasa de luciérnaga), fueron generadas en dos pasos:
primero, wuna clonacién basada en PCR de 1la regifén
flanqueadora 5’ del gen de corina humano desde -1297 o -405
a -15 (con relacién al codén de inicio de la traducciédn ATG)
usando cebadores que contienen sitios de restriccién para
Sac I y Hind 1II, respectivamente; y, segundo, la insercién
de los respectivos productos de la PCR en los sitios Sac I y
Hind III del vector bédsico pGL3 {(Promega, Madison, WI).

De manera similar, también se obtuvieron las
construcciones promotoras de corina de murinos, mCpll83LUC,
mCp8O9LUC y mCp646LUC, con el enfoque de clonacién basada en
PCR descrito previamente. Los plésmidos para estas
construcciones se prepararcn usando el conjunto de elementos
EndoFree Plasmid Maxi (Qiagen, Valencia, CA). La
transfeccién de cé&lulas HL-5 (Claycomb et al. (1998) Proc.
Natl. Acad. Sci., EE.UU. 95: 2979-2984) se efectué usando un
método basado en lipofectina de acuerdo con las

instrucciones del proveedor (Life Technologies). Brevemente,
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se mezclaron 10 pg de ADN de cada una de las conatrucciones
informantes de corina m&s 0,1 upg de pRL-SV40 (Promega,
Madison, WI) con 20 pug de lipofectina en 1 ml de medio
cérico reducido Orri-MEM 1. La mezcla se incub6 durante 30
min a temperatura ambiente y luego se agregbé a células HL-5
de ~70% de confluencia en una cavidad de placas de 6
cavidades. Después de incubar durante 6 hs, el medioc se
reemplazd por medio de cultivo fresco Ex-Cell 320; y 30 hs
después se cosecharon las células transfectadas y s8e
evaluaron las actividades de luciferasa de 1luciérnaga Yy
Renilla. Se llevd a cabo un ensayo doble de actividad
luciferasa de acuerdo con laa instrucciones del proveedor
(Promega) . Brevemente, se prepararon extractos celulares
lisando las células tranefectadas con 250 pl de solucibn
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 alfcuota de 20 ul de los
gobrenadantes utilizando un sistema de Ensayc Informante de
Luciferasa Doble. La luminiscencia de 1las muestras fue
monitoreada con un luminémetro para microplacas LB96 V (EG&G
Berthold), que medfia la produccitn de luz (unidades de luz
relativas) por una duracién de 10 seg. Cada uno de los

extractos celulares fue evaluado por triplicado. Cada

i
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experimento de transfeccién para cada construccién se
efectud 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 hCP40SLUC
promovieron las actividades de 1luciferasa que eran
significativamente mayores que los valores basales en
células bésicas pGL3 transfectadas. De manera similar, las
construcciones de receptores de murinos mCpll83LUC,
mCp8OSLUC y mCp646LUC promovieron mignificativamente las
actividades luciferasa en comparacién con las de las
construcciones humanas. Esatos datos sugieren gque la
secuencia en c¢is responsable de la mayor parte de la
actividad del promotor se ubica entre los nuclebtidos -405 a
-15 o los nuclebtidos -646 a -77 en losa genes de corina
humanos y de murinos, respectivamente.

Ejemplo 3: Demostracién de la expresién especifica del
corassn

Para determinar si las construcciones eran mediadoras
de la expresitn especifica del corazén, ase transfectaron
células HeLa (ATCC N°* CCL2), que no expresan ARNm y proteina
de corina, con las construcciones descritas previamente. A
diferencia de sus grandes actividades en cé&lulas HL-5, las

construccioneas hCp405LUC y mCp646LUC solamente presentaban
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una actividad minima del promotor en las cé&lulas Hela (Fig.
5). Como control, el pRL-5V40 transfectado simult&neamente
promovié niveles mis altc de la actividad luciferasa de
Renilla en Hela que en células HL-5, lo cual era indicativo
que las células Hela eran tan ficilmente transfectadas como
las células HL-5 en estos experimentos. Estos resultados
indican que las secuencias flanqueadoras 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 elementos que son suficientes
para una expresién especifica en cardiomiocitos cultivados.
Ejemplo 4: Elementos GATA proximales que se unen a GATA-4
necesarios para una funcidén 6ptima de los promotores de
corina.

Las regiones flanqueadoras 5' de los nuclebétidos -405 a
-15 en humanos o de los nucleb6tidos-646 a -77 en ratén
fueron suficientes para promover niveles altos de expresién
genética en cardiomiocitos cultivados pero no en células
HeLa. Esto Bugiere que estas regiones contienen los
elementos reguladores responsables de la expresaién
especifica de cardiomiocitos. La inspeccién de estas
regiones revelé una secuencia consenso GATA conservada
(denominadas secuencias GATA proximales).

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

nucleares a partir de células HL-5 en fase de crecimiento
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exponencial comc se describe en la literatura (Schreiber E.
et al., (1989) Nucleic Acids Res. 17: 6419) y Be llevbd a
cabo un ensayo de cambio de movilidad electroforética
competitiva (EMSA} usando una sonda de oligonuclebtidos GATA
consenso bien 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
oligonucle6tidos de «cadena doble que contienen dos
secuencias GATA consensc o secuencias GATA mutadas (GATA por
CTTA) 8e 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
oligonucleétidos se wmarcaron por el extremo 5 con T4
polinucleétido quinasa (Life Techologies) wusando [gamma-
32p1_.ATP (3000 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech). Los
ensayos de cambio de movilidad sobre gel se llevaron a cabo
como se describié 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) formé un
complejo de ADN-proteina especifico de la secuencia cuando
se incubaba con extractos nucleares de células HL-5 (Fig.

6B) . Se impidié la formacidn 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. Aln mis, el complejo no se detect§ en presencia de
un exceso de 100 veces de la sonda no marcada que contenia
las secuencias GATA proximales ya sea humanas o de murinos.
Por el contrario, un exceso de 100 veces de las sondas no
marcadas qgue contenian las secuencias GATA proximales
mutantes (SEQ ID N°: 12 y 1l4) tenia un efecto minimo sobre
la formacitn del complejo. Estos datos indican que las
secuencias GATA proximales de corina y la sonda consenso
CATA se unen a una o mds proteinas GATA comunes.

Para determinar cudles eran la o las proteinas GATA
comprometidas en el complejo, se realizé§ un EMSA con la
sonda consenso GATA marcada en presencia de anticuerpos
contra miembros de la familia GATA. Los anticuerpos contra
GATA-1 de ratén (SC-1234x), GATA-3 (SC-268x), GATA-4 (SC-
12237x) y GATA-6 (SC-7244x) se obtuvieron de Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). Tal como se muestra en la
figura 6C, un anticuerpo contra GATA-4 inhibi6 marcadamente
la formacién del complejo, en tanto los anticuerpos contra
GATA-1, -3 y -6 tenian poco efecto. Para demostrar
directamente la unién de GATA-4 con 1la 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 completo la formacién 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 expresifn 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 ACTTAA 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 superposicién (Ho S.N. et al.,
{(1989) Gene (Amst) 77: 51-59). Brevemente, Be generaron dos
productos de PCR separados, uno para cada mitad del producto
hibrido, con un oligonucleftide GATA mutado orientado en el
sentido del marco de lectura o antisentido y un cebador
externo. Los dos productos se purificaron y mezclaron. Luego
se efectud una segunda PCR usando los doms cebadores
externos. El producto de la PCR fue digerido con Sac I y
Hind III, y se ligd en el vector bésico pGL3 digerido con

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

Los ejemplos precedentes se pueden repetir con un éxito
similar sustituyendo los reactivos genérica o
espec{ficamente descritos y/o las condiciones operativas de
esta invencién por los wutilizados en loa ejemplos
precedentesn.

En tanto la invenci6n se ilustré 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.
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REIVINDICACIONES:

1. Un polinucleStido alslado que comprende una regién de
control de la expresién de corina de mamifero, donde dicha
regién de control modula la transcripcién de un
polinucleétido heterSlogo al cual esta ligado
operativamente.

2. El polinucle6tide de la reivindicacién 1, donde dicha
regifn 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 1la reivindicacién 1, donde la
regién de control comprende un elemento de regulacién de la
tranacripcién 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 la
transcripcifn, donde dichas proteinas se seleccionan del
grupo formado por GATA-4, Tbx-5, Nkx2.5, factor tipo Kruppel
o factor de transcripcién NF-AT.

6. El polinucle6tido de la reivindicacién 1, donde el
mamifero es un ser humano.

7. El polinuclebStido de la reivindicacién 6, donde el
polinuclebétido presenta la secuencia que se muestra en la

S8EQ ID N°: 4,

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

9. El polinuclebStido de la reivindicacién 6, donde el
polinucleétido presenta la secuencia que se muestra en la
SEQ ID N°: 6.

10. Un fragmento, o una variante, del polinucleétido de la
reivindicacién 1, donde dicho fragmento o variante puede
transcribir el polinucleStido heterdlogo al cual est4d ligado
operativamente.

11. El 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 es al menos un 70% idéntica a la SEQ ID N°: 5.

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

14. Un vector que comprende la regidn de control de la
expreaién 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 huésped de la reivindicacién 15 un
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polipéptido codificado por un polinucleétido heterélogo
ligado operativamente a la regién de control de la expresién
de corina.

17. Un método para producir un polinucleb6tido que comprende
expresar en la cé&lula huésped de la reivindicacién 15 una
molécula antisentido codificada por wun polinucleétido
heter6locgo ligado operativamente a la regin de control de
la expresitn de corina.

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

19. Una composici6n farmacéutica que comprende la célula de
la reivindicaciém 15 en un vehiculo aceptable para uso
farmacéutico.

20. Un wmétodo para identificar un agente gue modula la
expresién de un gen de corina humano en una célula, donde
dicho método 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 gen informante;

{b) transfectar la célula con el vector recombinante;

(c) tratar la célula con el agente;

(d) medir el nivel de expresién de la Bsecuencia

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 expresién
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 expresiém de un gen en un
sujeto humano, donde dicho método comprende:

(a) producir un vector recombinante que contenga un
pelinucleétidc aislado que comprende una regién de control
de la expresién de corina de mamifero ligado operativamente
a un polinucledtido heterdlogo;

(b) administrar el vector en una cantidad eficaz en
términos terapé&uticos a dicho sujeto.

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

24. El método de la reivindicacibn 23, donde el
polinucleétido heterSlogo codifica corina.

25. El método de 1la reivindicacién 22, donde el
polinucleétido heterélogo codifica un pelinuclebtido
terapéutico tal como una molécula de ARN antisentido o una

molé&écula de ARN catalitica.
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26. El método de la reivindicacién 22, donde la regidén de
control se selecciona 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, hipertensién o infarto de miocardio en un sujeto
humano, donde dicho método comprende administrar una
cantidad eficaz en términos terapéuticos de un
polinuclebtido aislado que comprende una regién 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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