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ES 2302333 T3

DESCRIPCION

Gen de un CNP humano y proteina precursora.

Esta invencion se refiere al gen de un CNP humano (péptico natriurético de tipo C humano que se abrevia en
virtud de esto como hCNP), asi como a la proteina precursora de hCNP (prepro hCNP) que es codificada por dicho
gen.

En los tdltimos afios, se han aislado diferentes péptidos a los que se hace referencia colectivamente como “pép-
tidos natriuréticos” (NP) a partir de atrios y cerebros de diferentes animales. Hoy esos NP pueden ser clasificados
en tres tipos, péptido natriurético de tipo A (ANP), peptldo natriurético de tlpO B (BNP) y péptido natriurético de
tipo C (CNP), dependiendo de las similitudes en la secuencia de aminodcidos primaria y de la estructura de sus pre-
cursores. De estos tres tipos, el ANP y el BNP fueron aislados prlmero e identificados a partir de atrio y cerebro y
de ahi que algunas veces se denominen “péptido natriurético atrial” y “péptido natriurético cerebral”, respectivamen-
te (Matsuo, H. y Nakazato, H., Endocrinol. Metab. Clin. North. Am., 16, 43, 1.987; Sudoh, et al., Nature, 332, 78,
1.988). No obstante, se sabe hoy que el ANP existe no solamente en el atrio sino también en el cerebro y que el BNP
existe no sélo en el cerebro sino también en el atrio. Adicionalmente, tanto el ANP como el BNP muestran acciones
natriurética e hipotensiva significativas, de manera que estd claro que cada uno de estos péptidos funciona no sélo
como hormona a ser secretada a partir del atrio a la sangre sino como transmisor nervioso en el cerebro, ayudan-
do en cualquier caso a regular el equilibrio homeostatico del volumen de fluido corporal y la presién sanguinea en
mamiferos.

El CNP ha sido aislado e identificado muy recientemente a partir de cerebro porcino por Sudoh et al. como el
tercer tipo de NP que no es asignable ni al ANP ni al BNP (Sudoh, T. et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.,
168, 863, 1.990). El primer CNP descubierto constaba de 22 restos aminodcido (este péptido es abreviado en virtud
de esto como “pCNP-22”). Como ANP y BNP, CNP contenia dos restos cisteina que formaban un enlace disulfuro
intramolecular, produciendo una estructura, anular compuesta por 17 restos aminodcido. Adicionalmente, se descubrid
que la secuencia de aminodcidos primaria que formaba esa estructura anular en pCNP-22 tenfa mucha homologia con
la del ANP y BNP.

No obstante, pCNP-22 difiere de ANP y BNP en que el dltimo tiene numerosos restos aminoédcido adicional-
mente anclados al extremo C de la estructura del anillo mientras tal “estructura de cola” no se encuentra presente
en pCNP-22. En otras palabras, el extremo C de pCNP-22 termina en un resto cisteina. En base a estos hechos,
se ha descubierto que la estructura de pCNP-22 es similar a, pero claramente distinguible de las de ANP y BNP.
Ademads, pCNP-22 mostraba acciones natriurética e hipotensiva y asimismo se descubrié que despliega una activi-
dad mayor que ANP y BNP en ensayos de actividad relajante sobre muestras rectales en pollitos. A partir de estas
observaciones, se descubri6é que el pCNP-22 era un NP asignable a un nuevo tipo, cuyos péptidos se denominaron
“CNP”.

Después del pCNP-22, un segundo péptido asignable a CNP fue aislado e identificado a partir de cerebro porcino
por los autores de la presente invencidn. Se descubrié que el péptido constaba de 53 restos aminodcido con el pCNP-
22 presente en el extremo C (este péptido es abreviado aqui en virtud de esto como pCNP-53). En otras palabras, se
descubrié que el pCNP-53 era un péptido que tenia 31 restos aminodcido mas anclados al extremo N de pCNP-22.
Bastante interesantemente, se ha descubierto que el pCNP-53 existe en una cantidad mayor que el pPCNP-22 en cerebro
porcino (Solicitud de Patente Japonesa cedida cominmente Nim. 186582/1990).

Otro estudio muy reciente tuvo éxito en la identificacion de la estructura del precursor de pCNP-22 y pCNP-53
mediante andlisis de genes y esto ayudé a desentrafiar el mecanismo que estd detrds de la biosintesis de esos péptidos
(Solicitud de Patente Europea Niim. 91 111 630.9). Los autores de la presente invencién aislaron e identificaron un
gen cromosémico porcino y el ADNc que codificaba el pCNP-22 y el pCNP-53; mediante su andlisis, se desentrafi6 la
estructura de la proteina precursora del CNP porcino (prepro pCNP); al mismo tiempo, se descubrié que cada uno de
pCNP-22 y pCNP-53 era traducido primero a partir del ARNm como una prepro de pCNP compuesto por 126 restos
aminodcido y que el péptido sefial presente en la region N-terminal de la proteina precursora era escindido después en
el procedimiento de secrecion para ser convertido en pro pCNP, que era ademas especificamente escindido con enzimas
de maduracién y convertido en pCNP-53 o pCNP-22 segtin fuera apropiado. Basdndose en estas observaciones, se ha
descubierto que como en el caso de ANP y BNP, tanto pCNP-22 como pCNP-53 son péptidos secretores que son
biosintetizados a partir de una proteina precursora comun (prepro pCNP).

No obstante, en marcado contraste con los péptidos asignables a ANP y BNP que se ha descubierto que, por estu-
dios previos, funcionan no sélo como hormonas a secretar desde el atrio a la sangre sino también como transmisores
nerviosos en el cerebro, regulando de ese modo el balance homeostatico del volumen de fluido corporal y la presién
sanguinea, el CNP permanece poco claro en muchos puntos en cuanto a los detalles de su distribucién in vivo y sus
acciones fisioldgicas.

Como para ANP y BNP, se han establecido sus estructuras en humanos y estan en marcha esfuerzos para aplicarlos
como farmacos. No obstante, hasta hoy, no ha sido identificada la estructura del CNP en seres humanos.
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La presente invencion ha sido completada en estas circunstancias y tiene como objeto identificar las estructuras de
los CNP en seres humanos (hCNP), concretamente aquellas de los CNP de seres humanos que corresponden a pCNP-
53, asi como la estructura de su proteina precursora que corrresponde a prepro pCNP en cerdos.

La Fig. 1 muestra el mapa por enzimas de restriccién para hgEco-2 y hgEco-1, asi como la estrategia para la
determinacion de la secuencia de bases;

La Fig. 2 muestra la secuencia de bases de hgEco-1 qué codifica la proteina precursora de hCNP, asi como la
secuencia de aminodcidos de la proteina precursora de hCNP codificada por los exones de la region génica estructural;

y

La Fig. 3 muestra la secuencia de bases completa del ADNc de hCNP, asi como la secuencia de aminoécidos de la
protefna precursora de hCNP codificada por él.

Observando que la secuencia de aminodcidos de ANP y la secuencia de bases del gen que lo codifica son am-
bas conservadas con una elevada homologia a través de las especies animales, los autores de la presente invencién
pensaron que habrfa una alta probabilidad de que existiera la misma situacién en el CNP. Observando adicionalmen-
te que el CNP aparece en una cantidad mucho mas pequefia en cerebro porcino que ANP y BNP y que el tejido
cerebral para la produccién de esos péptidos estd todavia por identificar, los autores de la presente invencién pen-
saron que era dificil aislar e identificar el péptido CNP directamente de un cerebro humano y aislar y analizar el
ADNCc para identificar el CNP humano. Basidndose en estas suposiciones, los autores de la presente invencién pro-
yectaron un programa en el cual el gen de CNP humano se aislaba utilizando como sonda el gen de CNP porcino
obtenido previamente o cCNP y el gen CNP humano aislado se analizé para identificar la estructura de la pro-
tefna precursora del CNP humano asi como las estructuras de los CNP humanos que corresponden a pCNP-53 y
pCNP-22.

Sudoh T. et al., (Biochem. Biophys. Res. Comm. 168 (1940) 863-870) han identificado el péptido natriurético de
tipo C (CNP) que es un nuevo miembro de la familia de péptidos natriuréticos. El péptido descrito alli ha sido obtenido
de extractos de cerero porcino.

Segtn este programa, los autores de la presente invencidn cortaron primero un fragmento de ADN de aproximada-
mente 70 bases (ADNc de pC) de ADNc de pCNP (véase la solicitud de Patente Europea Nim. 91 111 630.9) tratando
con una enzima de restriccién Ddel y utilizaron este fragmento como sonda. La sonda también puede ser sintetiza-
da quimicamente. Utilizando esta sonda, los autores de la presente invencién rastrearon una genoteca cromosémica
humana (vector del fago A que incorpora un fragmento génico cromosémico humano). La genoteca cromosémica hu-
mana puede ser facilmente preparada por un experto en la técnica o, alternativamente, es asequible comercialmente de
Clonetech Co. Como resultado, se obtuvo un clon que hibridaba con el ADNc de pC. El andlisis de este clon (1hCNP2)
mostr6 que albergaba aproximadamente 15 kpb del gen cromosémico humano y que un fragmento de ADN EcoRI
(hgEco-2) compuesto de aproximadamente 2 kpb de esos 15 kpb hibridaba con la sonda de ADNc de pC. Cuando se
analiz6 este hgEco-2 compuesto por aproximadamente 2 kpb, se hizo evidente que este fragmento contenia parte del
gen de hCNP (por el mapa mediante enzimas de restriccion para hgEco-2 y la estrategia para la determinacion de la
secuencia de bases, véase Fig. 1).

En la siguiente etapa, con el propésito de identificar la estructura global de la proteina precursora de hCNP, los
autores de la presente invencidn rastrearon de nuevo la genoteca cromosOmica humana utilizando hgEco-2 como
sonda. Como resultado, se obtuvo un clon que hibridaba con la sonda hgEco-2. El andlisis de este clon (AhCNP1)
confirmd que contenia un gen cromosémico humano de 15 kpb y mds y que un fragmento EcoRI (hgEco-1) de ese
clon que estaba compuesto de aproximadamente 4 kpb hibridaba con la sonda hgEco-2. Los autores de la presente
invencioén construyeron después un mapa mediante enzimas de restriccién para el fragmento hgEco-1 y lo compararon
con el mapa ya construido para hgEco-2 (véase la Fig. 1). Como resultado, se hizo claro que hgEco-1 era un ADN que
tenia un gen cromosémico humano de aproximadamente 2 kpb anclado adicionalmente al lado 5’ de hgEco-2. En base
a este descubrimiento, los autores de la presente invencién determinaron la secuencia de bases del fragmento de ADN
de interés (para la estrategia para determinar la secuencia de bases de hgEco-1, véase la Fig. 1). Como resultado, se
descubrié que como se muestra en la Fig. 2, el hgEco-1 contenia no sdlo el gen estructural que codifica la secuencia
de aminodcidos completa de la proteina precursora del CNP humano sino también la regién promotora del gen CNP
humano.

Primero, en cuanto a la regién promotora, una secuencia TATA que era compartida por las regiones promotoras
de los genes eucaridticos se encontraba presente en las posiciones 1.546 - 1.551 de la secuencia de bases del ADN
mostrada en la Fig. 2 y asimismo se descubrié que dos secuencias GC y una secuencia Y, que presumiblemente
tomarfan parte ambas en el control de la expresion del gen, se encontraban presentes aguas arriba de la secuencia
TATA. En base a estos hechos, los autores de la presente invencién concluyeron que la region de interés era la regién
promotora del gen precursor de CNP.

En cuanto a la regién del gen estructural, ATG se encontraba presente en las posiciones 172 - 174 de la secuencia
de bases aguas abajo (en el lado 3’) de la secuencia TATA. Puesto que este ATG era el primer codén para metionina
que aparecia aguas abajo (en el lado 3’) de la secuencia TATA y puesto que la secuencia de bases alrededor del
codén concordaba con la secuencia consenso de un codén de iniciacién de la traduccion, A/G NNATG (N indica una
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cualquiera de A, T, G y C), que se sabe que existe en eucariotas, los autores de la presente invencién estimaron que
el ATG de interés serfa un codén de iniciacién de la traduccion para el precursor del CNP humano. Si se supone
que este ATG es un codén de iniciacién de la traduccién, la comparacién con la estructura ya identificada del gen
cromosémico CNP porcino muestra que el drea hasta el codén (AAG) del resto lisina presente en las posiciones 1.809
- 1.811 de la secuencia de bases corresponde al primer exén. Asimismo una comparacién similar muestra que el
segundo exén empieza con el codén (GTC) del resto valina presente en las posiciones 2.256 - 2.258 de la secuencia
de bases. El primer hgEco-2 analizado es un fragmento de ADN que codifica el area del segundo ex6n en posicién
2.286 por delante de la secuencia de bases. Estos hechos también son confirmados por lo siguiente: en las cercanias
de la posicién 1.810 de la secuencia de bases se encuentran presentes secuencias de bases similares a C/A AGGT y
A/G AGT que son conocidas como secuencias consenso de un donador de empalme; y una secuencia de bases similar
a (Py)nNC/T AGG (Py indica el resto piridina, y N indica una cualquiera de A, T, C y G) que es conocida como
secuencia consenso de un aceptor de empalme se encuentra presente en el lado 5’ de la posicién 2.256 de la secuencia
de bases. En base a estas observaciones, los autores de la presente invencién supusieron que la regién de ADN en
las posiciones 1.812 -2.255 de la secuencia de bases era un intrén y que dicho intrén podria ser separado mediante
empalme durante la formacién de un ARNm maduro que codifique para la proteina precursora de hCNP. En otras
palabras, qued6 claro que la proteina precursora de hCNP estaba codificada por el primer exdn que comenzaba en la
posicién 1.722 de la secuencia de bases y que terminaba en la posicién 1.811 y asimismo por el segundo exén que
comenzaba en la posicién 2.256 y que dicha proteina precursora era un polipéptido que estaba compuesto totalmente
por 126 restos aminodcido como en la porcina.

La proteina precursora de hCNP asi identificada (que es referida en virtud de esto como “prepro hCNP”) fue
comparada en cuanto a su secuencia de aminoacidos primaria con la proteina precursora de pCNP. Se descubrié que las
dos proteinas precursoras eran idénticas excepto por la diferencia en cinco posiciones de la secuencia de aminoacidos
(posiciones 37, 40, 56, 90 y 101 de la secuencia de aminodcidos primaria de la prepro hCNP mostrada en la Fig.
3). Era particularmente interesante que las dos secuencias de aminodcidos siguientes eran completamente iguales en
humanos y cerdos: la secuencia de aminoacidos primaria del péptido sefial que existia en la regién N-terminal de la
prepro de CNP que ya se habia descubierto que tomaba parte en la secrecién de la proteina precursora del CNP en
el mecanismo de biosintesis del CNP porcino; y la secuencia de aminodcidos en las dreas proximas al extremo N del
CNP-22 y el CNP-53 que serian reconocidas y escindidas por enzimas de maduracién durante la formacién de CNP-
22 y CNP-53 a partir de la prepro de CNP.

Teniendo en cuenta los hechos discutidos antes, el CNP humano es biosintetizado presumiblemente mediante la
siguiente ruta que es similar a la asociada con la porcina. Primero, la prepro del hCNP compuesta por 126 restos
aminodcido es traducida a partir del ARNm. Después, el péptido sefial presente en la regiéon N-terminal de la prepro
de hCNP es escindido para la conversién en la pro de hCNP en el procedimiento de secrecién. Adicionalmente, la pro
de hCNP es escindida mediante enzimas de maduracién en posiciones especificas (entre las posiciones 73 y 74 de la
secuencia de aminodcidos primaria que se muestra en la Fig. 3 y entre las posiciones 104 y 105 de la misma secuencia)
para ser convertida en CNP-53 humano (posiciones 74 - 126 de la secuencia de aminodcidos primaria mostrada en la
Fig. 3) que corresponde al pCNP-53, asi como al pCNP-22 humano (posiciones 105 - 126 de la misma secuencia) que
corresponde al pCNP-22. En cuanto al hCNP-22, su secuencia de aminoécidos primaria es completamente idéntica a
la de pCNP-22, de modo que no hay duda de que mostrard las mismas actividades fisioldgicas que pCNP-22 (p. ej.
acciones natriurética e hipotensiva).

Por otra parte, la secuencia de aminoacidos de hCNP-53 difiere de la de pCNP-53 en dos posiciones (posiciones
90 y 101 de la secuencia de aminodcidos primaria mostrada en la Fig. 3), de manera que hCNP-53 es un péptido
novedoso y sus acciones fisiol6gicas no son conocidas. De ahi, los autores de la presente invencidn sintetizaron hCNP-
53 quimicamente y examinaron las actividades fisioldgicas de ese péptido novedoso. Como resultado, se descubrid
que hCNP-53 mostraba una accién relajante del recto en pollito; a la vez, mostraba acciones natriurética e hipotensiva
claras cuando se administraba a ratas.

En resumen, los autores de la presente invencion aislaron un gen cromosémico que codificaba para la proteina
precursora de hCNP y la analizaron para identificar su secuencia de aminodcidos primaria. Como resultado, identifi-
caron con €xito las estructuras de los CNP humanos (hCNP-22 y hCNP-53) correspondientes a pCNP-22 y pCNP-
53. Al mismo tiempo, sintetizaron el hCNP-53 quimicamente y verificaron sus actividades fisioldgicas. La presente
invencién ha sido completada en estas circunstancias.

Se deberd observar aqui que si el gen cromosémico hCNP de la presente invencion es transducido a una célula de
mamifero adecuada (p. ej. célula COS derivada de células de rifién de mono) o directamente o por estar enlazado a un
drea aguas abajo de un promotor adecuado (p. ej. el promotor inicial de SV 40), se puede obtener el ADNc de hCNP
y este hecho cae en el dmbito de lo obvio (véase la Solicitud de Patente Europea Num. 91 111 630.9).

La secuencia de bases completa del ADNc del hCNP asi obtenido y la secuencia de aminodcidos primaria de la
proteina precursora de hCNP codificada por dicho ADNc se muestran en la Fig. 3.

Los siguientes ejemplos se proporcionan con el propésito de ilustrar adicionalmente la presente invencion.
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Ejemplo 1
Preparacion de la sonda de ADN (ADNc de pC)

La sonda de ADN (ADNCc de pC) a utilizar para clonar un gen cromosémico que codificaba la proteina precursora
de CNP humano se preparé mediante el método que consistia en escindir el ADNc de CNP porcino (véase la Soli-
citud de Patente Europea Nim. 91 111 630.9) con una enzima de restriccién Ddel, aislar un fragmento de ADN de
aproximadamente 700 pb, marcar después el ADN con dCTP[a-P*] mediante traslado de muescas.

Ejemplo 2
Aislamiento del gen cromosémico que codifica parte de la proteina precursora del CNP humano

La cepa LE 392 derivada de K12 de E. coli fue infectada con una genoteca de ADN de fagos de genes cromosé-
micos humanos almacenada a 4°C. Las células fueron cultivadas en placa sobre un medio LB (10 g, bactotriptona; 5
g, extracto de levadura; 5 g, NaCA; 1,5%, bactoagar; volumen total, 11) y se cultivaron durante la noche a 37°C. La
placa se enfri6 a 4°C durante 30 minutos y se dejé estar sobre filtro de nitrocelulosa (producto de Shleicher & Schnell
Co.) sobre la placa del fago durante 5 minutos. Con posterioridad, el filtro se separ6 de la placa, se secé con aire, se
sumergié en una solucién de desnaturalizacién alcalina (NaOH 0,5 M y NaCl 1,5 M) durante 1 minuto, y después se
sumergié en una solucién de neutralizacioén (Tris-HCA 0,5 M; pH 7,0; NaCA 1,5 M) durante 1 minuto. Después de
eso, el filtro de nitrocelulosa se enjuagé con una solucién 3 x SSC (20 x SSC NaCa4, 175,3 g; citrato trisédico, 88,2 g;
volumen total, 1 1), se secé con aire y se traté con calor a vacio a 80°C durante 120 minutos.

Utilizando el filtro de nitrocelulosa asi preparado, se realizé la hibridacién en placa en las siguientes condiciones.
Primero, se afadi6 al filtro de nitrocelulosa una solucién de prehibridacion [3 x SSC; 1 x solucién de Denhardt (que
constaba de albimina, polivinil-pirrolidona y Ficoll, pesando cada uno 0,2 mg/mAa); ADN de esperma de salmén, 50
ug/mA; DSS al 0,1%)] y se llevé a cabo la prehibridacién a 60°C durante 3 horas. Después, utilizando 10° cpm de la
sonda de ADNc de pO y 1 mA de la solucién de prehibridacién para dos hojas de filtro de nitrocelulosa, se realizé
la hibridacién durante la noche a 60°C. Con posterioridad, el filtro se lavé tres veces con una solucién 3 x SSC que
contenfa DSS al 0,1%, realizando cada lavado a 60°C durante 30 minutos; el filtro lavado se secé con aire y se sometio
a autorradiografia a -80°C durante 24 horas. Rastreando aproximadamente 2 x 10° clones de este modo, se obtuvo un
clon que hibridaba con la sonda de ADNc de pC. Este clon se denominé “AhCNP 2” y se someti6 a andlisis en las
fases siguientes.

Ejemplo 3
Andlisis del fago AhCNP 2 y determinacion de su secuencia de bases de ADN
A. Andlisis del ADN del fago AhCNP 2

Se prepar6 ADN a partir del fago AhCNP 2 de la manera habitual. Con posterioridad, se escindié el ADN del fago
con una enzima de restricciéon EcoRI y el fragmento de ADN resultante se separd y analizé mediante electroforesis
en un gel de agarosa. Se descubrié que AhCNP 2 era un fago que contenia un gen cromosémico humano de aproxi-
madamente 15 kpb. El andlisis mediante transferencia Southern utilizando la sonda de ADNc de pC mostré que el
fragmento EcoRI de hCNP 2 (hgEco-2) que tenia una longitud de aproximadamente 2 kpb hibridaba con la sonda de
ADNCc pC.

B. Determinacion de la secuencia de bases del fragmento de ADN hgEco-2

Con el fin de determinar la secuencia de bases del fragmento de ADN hgEco-2, el dltimo fue sub-clonado primero
en un vector plasmidico pUC 118 (Takara Shuzo Co., Ltd.) en el sitio EcoRI para preparar pUC hCNP 2. El pUC hCNP
2 fue después escindido con una enzima de restriccién adecuada y el fragmento de ADN resultante fue subclonado en

el fago M13. La secuencia de bases del fragmento de ADN hgEco-2 fue determinada mediante el método didesoxi.

Como resultado, se descubri6 que el fragmento de ADN de interés codificaba parte del gen CNP humano.

Ejemplo 4
Aislamiento del gen cromosémico que codifica la region completa de la proteina precursora del CNP humano

Utilizando el filtro de nitrocelulosa acondicionado mediante el método descrito en el Ejemplo 1, se realizé la
hibridacién en placa en las condiciones descritas abajo. La sonda a utilizar se preparé marcando el hCNP 2 derivado
de hgEco-2 (aproximadamente 2 kpb) con dCTP[a-P*] mediante traslado de muescas. La sonda asi preparada se
denomina en virtud de esto ADN hgEco-2.
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Primero, se afiadié una solucién de prehibridacion [3 x SSC; 1 x solucién de Denhardt (que constaba de albimina,
polivinilpirrolidona y Ficoll, pesando cada uno 0,2 mg/mA); ADN de esperma de salmén, 50 ug/mA; DSS al 0,1%] y
se llevé a cabo la prehibridacion a 65°C durante 3 horas. Después, utilizando 10 cpm de la sonda de ADNc de hgEco-
2 y 1 mA de la solucién de prehibridacion para dos hojas de filtro de nitrocelulosa, se realizé la hibridacién durante
la noche a 65°C. Con posterioridad, el filtro se lavé tres veces con una solucién 3 x SSC que contenia DSS al 0,1%,
realizando cada lavado a 65° durante 30 minutos; el filtro lavado se secé con aire y se sometié a autorradiografia a
-80° durante 24 horas. Rastreando aproximadamente 5 x 10° clones de este modo, se obtuvieron cinco clones que
hibridaban con la sonda de ADN hgEco-2. Uno de estos clones se denominé “AhCNP1” y se someti6 a andlisis en las
fases siguientes.

Ejemplo 5
Andlisis del ADN del fago AhCNP1 y determinacion de su secuencia de bases de ADN
A. Andlisis del ADN del fago A hCNP1

Se preparé ADN a partir del fago AhCNP1 de la manera habitual. Con posterioridad, se escindié el ADN del fago
con una enzima de restricciéon EcoRI y el fragmento de ADN resultante se separd y analizé mediante electroforesis en
un gel de agarosa. Como resultado, se descubrié que AhCNP1 era un fago que contenia un gen cromosémico humano
de aproximadamente 15 kpb o mas. El andlisis mediante transferencia Southern utilizando la sonda de ADN de hgEco-
2 mostré que el fragmento de ADN EcoRI (hgEco-1) de aproximadamente 4 kpb hibridaba con la sonda de ADNc
hgEco-2. De ahi, se determiné la secuencia de bases de este fragmento de ADN que hibridaba con el fragmento de
ADN hgEco-2 mediante el siguiente método.

B. Determinacion de la secuencia de bases del fragmento de ADN hgEco-1

Con el fin de determinar la secuencia de bases del fragmento de ADN hgEco-1, el dltimo fue subclonado primero
en un vector plasmidico pUC 118 (Takara Shuzo Co., Ltd.) en el sitio EcoRI para preparar pUC CNP1. El pUC CNP1
fue después escindido con una enzima de restriccién adecuada y el fragmento de ADN resultante fue subclonado en el
fago M13. La secuencia de bases del fragmento de ADN de interés fue determinada mediante el método didesoxi. La
region de la secuencia de bases determinada por el método descrito antes se muestra mediante flechas continuas en la
Fig. 1.

En una etapa separada para determinar la secuencia de bases de la hebra inferior del fragmento de ADN hgE-
co-1 (hgEco-1), el tdltimo fue subclonado primero en un vector del fago M13 mpl8 en el sitio EcoRI para pre-
parar M13 hCNP1. Después, utilizando este M13 hCNP1 como molde, se determind la secuencia de bases del
fragmento de ADN de interés mediante el método didesoxi utilizando un cebador universal y el cebador oligo-
nucleotidico que se habia sintetizado en base a la secuencia de bases ya determinada. La regién determinada de
ese modo, se muestra mediante flechas discontinuas en la Fig. 1. La secuencia de bases determinada mediante el
método descrito antes se combind con la secuencia de bases del fragmento de ADN hgEco-2 para completar la
secuencia de bases completa del fragmento de ADN hgEco-1. La secuencia de bases completada y la secuencia
de aminodcidos predecible a codificar a partir de dicha secuencia de bases en el sitio del exén se muestran en la
Fig. 2.

Ejemplo 6
Sintesis quimica de hCNP-53

Se sintetizé el hCNP-53 mediante un método de sintesis en fase sélida con un sintetizador peptidico de Applied
Biosystems Co. Después se desprotegié con fluoruro de hidrégeno para formar un enlaces S-S intramolecular, seguido
de purificacion.

Los resultados de la secuenciaciéon de aminodcidos del producto puro final y los datos del andlisis de aminodcidos
se muestran en las Tablas 1 y 2, respectivamente. Aquellos resultados y datos demostraron positivamente que el hCNP-
53 sintetizado quimicamente era exactamente el productor pretendido. En la Tabla 1 se muestran los rendimientos de
los aminodcidos PTH obtenidos mediante ciclos sucesivos de andlisis del hCNP-53 sintetizado quimicamente mediante
el método de Edman. En la Tabla 1, cada aminoécido es designado por una sola letra. En la Tabla 2 se muestran los
datos del andlisis de aminodcidos del hCNP-53 sintetizado quimicamente.
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TABLA 1

Andlisis de la Secuencia de Aminodcidos de CNP-53 Humano Sintético

Nam. de Ciclo NGam. de Ciclo

1 D (349,8 pmoles 28 1621,0
2 L j4000,6 29 N 418,3
3 R }105,9 30 K 1%10,6
4 vV §3060,8 31 K 1164,7
5 D j292,0 32 G 771,0
6 T §851,1 33 L 1277,0
7 K 112860,4 34 S 159,7
8 S #595,3 35 K 1204, 8
9 R §1290,6 36 G 552,8
10 A J2761,5 37 C ND

11 A ||12714,6 38 F 988, 2
12 W 41038,4 39 G 668,2
13 A [|2386,8 40 L 959,6
14 R j151,6 41 K 634,2
15 L §2628,7 42 L 1251,3
16 L }§2701,2 43 D 141,1
17 Q 1762,3 44 R 339,1
18 E y418,7 45 I 778,9
19 H 71,0 46 G 702,77
20 P }758,0 47 S 163,2
21 N i478,6 48 M 420,9
22 A }§1322,9 49 S 68,8
23 R 138,9 50 G 430,1
24 K §1176,9 51 L 408, 6
25 Y #678,9 52 G 223,77
26 K 1204,6 53 c ND

27 G §1674,0
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TABLA 2

Andlisis de la Composicion de Aminodcidos de CNP-53 Humano Sintético

Aminodcido Encontrado Calculado
Asx 4,95 5
Thr 0,92 1
Ser 3,59 4
Glx 2,06 2
Gly 7,04 7
Pro 1,01 1
Ala 4,90 5
1/2Cys 1,21 2
Val 0,97 1
Met 0,97 1
Ile 0,99 1
Leu 7 7
Tyr 0,97 1
Phe 1,02 1
Lys 6,92 7
His 0,97 1
Trp ND 1
Arg 5,04 5

Ejemplo 7

Medida de las Actividades Fisiologicas de hCNP-53

A. Actividad relajante de recto de pollito de hCNP-53

Se llevo a cabo la medida de la actividad relajante de recto de pollito de acuerdo con el método de Currie et al. des-
crito en Nature, 221, 1-13, 1.983. Se encontré que la CE5, de hCNP-53 era de 0,87 + 0,1 nM que era aproximadamente
tres veces la actividad de a-ANP.

B. Acciones natriurética e hipotensiva de hCNP-53

Se midieron las acciones natriurética e hipotensiva de hCNP-53 segtin el método de DeBold et al. descrito en

Life Sci., 28, 89-94, 1981. Como resultado, se descubrié6 que hCNP-53, cuando se administraba a una dosis de 100
nmoles/kg, aumentaba el aclarado de la orina 2,5 veces mientras reducia la presion sanguinea en un 10%.

Como se ha descrito en las paginas anteriores, los autores de la presente invencién aislaron parte del gen hCNP a
partir de una genoteca de genes cromosémicos humanos utilizando ADNc de pCNP como sonda. Utilizando el gen
hCNP aislado como sonda, aislaron con éxito un gen que codificaba para la regién completa del precursor de hCNP.
El gen aislado también contenia la regién promotora de hCNP. Como resultado, se verificé que también existia en

8
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humanos, asi como también en cerdos, un gen que codificaba para CNP. Adicionalmente, se determind la estructura
completa de la proteina precursora de hCNP. Como en cerdos, la proteina precursora de hCNP estaba compuesta por
126 restos aminodacido y contenia en el extremo C-terminal las secuencias de aminoécidos que correspondian a pCNP-
53 y pCNP-22 aisladas de cerebro porcino. Puesto que las secuencias de aminodcidos de esos péptidos en el sitio
de maduracion tenian una coincidencia completa entre porcino y humano, se prevé que esos péptidos también serian
biosintetizados en humanos a través de una ruta similar a la implicada en cerdos y que funcionarian como hormonas o
transmisores nerviosos que regulan el equilibrio homeostético del volumen de fluido corporal y la presién sanguinea
in vivo.

Lo que es digno de ser concretamente observado en la presente invencién es el descubrimiento de que el hCNP-
53 era estructuralmente diferente del pCNP-53 en dos posiciones de la secuencia de aminodcidos. Los autores de la
presente invencion sintetizaron quimicamente por lo tanto el hCNP-53 y verificaron sus actividades fisiologicas en
términos de accidn relajante del recto en pollitos, asi como sus acciones natriurética e hipotensiva. Como resultado, el
hCNP-53 demostré que era un péptido fisiolégicamente activo. Esto tendrd gran importancia en la aplicacién de los
péptidos de la familia CNP a farmacos. Por ejemplo, si se utiliza pCNP-53 que es estructuralmente diferente de hCNP-
53 como farmaco, probablemente serd reconocido como sustancia fordnea en el cuerpo humano causando produccién
de anticuerpos. Como consecuencia, la actividad de pCNP-53 puede ser neutralizada o se puede causar nefrotoxicidad
mediante un complejo antigeno-anticuerpo. Adicionalmente, el pCNP-53 puede tener menos afinidad por el receptor
de CNP de células humanas que el hCNP-53 y, en ese caso, se puede atenuar per se la accién de pCNP-53. Estos
problemas estan ausentes de hCNP-53 y lo mismo se verifica para otros péptidos que pueden ser biosintetizados a
partir de la proteina precursora de hCNP [entre las posiciones 24 y 102 de la secuencia de aminodcidos primaria de la
prepro de hCNP, hay al menos 9 restos lisina (en las posiciones 24, 30, 51, 52, 55, 65, 89, 97 y 99) y al menos 8 restos
arginina (en las posiciones 33, 68, 70, 73, 76, 82, 87 y 96) y la pro hCNP puede ser escindida mediante enzimas de
maduracién in vivo en posiciones especificas del lado C-terminal de aquellos restos aminodcido basicos para aumentar
la probabilidad de que existan in vivo aquellos péptidos que tengan aminoécidos adicionales anclados al extremo N de
hCNP-22 y hCNP-53].

Asimismo se ha descubierto que el gen de la proteina precursora de hCNP mostrado en la Fig. 2 contiene no
solo la regién del gen estructural que codifica la proteina sino también la regién promotora que expresa ese gen
estructural. Enlazando, por ejemplo, el gen de CAT (cloramfenicol acetil transferasa) a un 4rea aguas abajo de esta
regién promotora y transduciendo la combinacién a una célula humana adecuada, se hace posible estudiar intimamente
el mecanismo que esté detrds de la regulacion de la expresion de hCNP.

Por lo tanto, la informacién obtenida mediante la presente invencion acerca del gen cromosémico de la proteina
precursora de hCNP y su secuencia de aminodcidos primaria hard grandes contribuciones no sélo a futuros estudios
para el desentrafiamiento del mecanismo que estd detrds de la biosintesis y de las acciones fisioldgicas de los CNP
humanos sino también a los esfuerzos para establecer aplicaciones farmacéuticas de los péptidos asignables a la familia
de CNP.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

1. Un polipéptido que consiste en los restos aminoédcido 1 a 53 con la siguiente secuencia de aminodcidos

Asp
Ala
Asn
Lys
Lys
Leu

2. Un polipéptido como se representa en la reivindicacion 1, que carece del péptido del extremo N debido a que es
escindido entre dos restos aminodcido adyacentes cualesquiera de la secuencia de aminodcidos entre los aminodcidos

Asp(1) a Ala (28).

3. Un ADN que codifica un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2.

Leu
Trp
Ala
Gly
Leu
Gly

Axrg
Ala
Arg
Leu
Asp
Cys

ES 2302333 T3

REIVINDICACIONES

val
Arg
Lys
Ser
Arg

Asp
Leu
Tyr
Lys
Ile

Thr
Leu
Lys
Gly
Gly

Lys
Gln
Gly
Cys

Ser

Ser
Glu
Ala
Phe
Met

Arg
His
Asn
Gly
Ser

Ala
Pro
Lys
Leu
Gly

4. Un ADN de acuerdo con la reivindicacion 3, que tiene la siguiente secuencia de bases.

CTG
TGG
GCG
GGC

CGC
GCT

GTG
CGC
ARA
TCC
CGA

GAC
CTT
TAC

ATC

10

TCG
GAG
GCC
TTC
ATG

CGG
CAC
AAC
GGC
AGC

GCa
CcCccC
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Flg. 2-1

GAATTCCTGTTTCCTAAGCAAAGTGACCTGTGTAGTGGTTGCTCC
AATGTTGTGAGTCAGGGTATGAGAGTGGGAAGGGGTAGCCTGAGA
AAGGTGCCGACAGAGCAGACCATGATGCGGCCGCCTTAGCAGCTC
TGGGACCAGGCTCACTACCACGGAGGGAAGAGGGAGGCTTGGAGG
GAACCTGGTTCTCCAAGCCCCTCTTCACTCCAGTTGCCTTCCTGC
CTCAGGCACAGCTTCCTCTCCCTGGAAAATCTCGTCTGGGCTACT
GTCTCCCCAGAATCGCCTTCACGCCTGGGGACAGCCACTGCACTC
CTGCGGCAACATTTGTTCTCTCTCCAGCCTGCGTCCTGCTCAGCA
GCAGCCAGTCATAGATTCCTGCTCTTCAATCAATTCGGGGGATCT
GGGCTCTCCGCCTCTGCGGCCCACACCGCAGTGCCCARATGCCCA
CCRCACTCCTTAGTGTCCAAGGGACCGAGAAGCCCAGTGCAAGGA
GAGCAAGTTCGTGAGTGGTAGGGATATGTGGCCATGTCCCGAGAG
CCACGGGGACCTCTCTACAGTCAAAARCGGGAAGTTGACCACCTG
TCACGGCTGGCAGAGGCTGGACTGGGCCGCTGGCTAGGAAGCTCT
CTCCCCAGCCTGTGAAAGTGCACAGGATACTGGAGCGGGCTTCCC
CAGCAGCGGATCCTCGCGTGGGTGCAGGCAAGGTCAGGTGCGCAT
TGTTCCCACAGAGGGAGTTCACCAGCGGAGTCAGACCCCGGGACG
TTCTGTGTGGCCGAARACCGGCTGAARACGTGAACCTAGAGCAGTAAC
TGGCGAGCATACGATGCCGCGGAGCACACGCATGAGCATGAATAT
CTTGGTTCCGCGCTCGCAGTCCCCTCGTTCCCGCCTTGCGCTCAA
RCACTCAGGCTGGCGACACCCCTGCACTCTCCAGTGTGGAAGACT
TGCGCTCCCCCCTGCGGCCCAGGCGAACCCCGCTCTCCCTGCGCC
TCCCACCCCAGTCCTCCARCCCCATCCTCTGCCTCCCAACCTAAC
GACGTCGCTGTGGTCTGCGTCCCGCCCTGACCGGCAGGTGAAAGG
CGGAGCTGCAATGCCATCCCGCGGCTGTCAGGTGCCCAGGGAAGA
GTTTGGCGACAAGCAGGGCTGCGTGGATTTCGGGCAGCGCCAACT
TTCTGCCTGTATGACTTTGGGCAAGTGACTTCATTCCTCTGAGCC
TGTCTTTGCACCTGCAARRGAGGGCTACGTATCCCTTCCAGGTAGA
GTGAGTGCGATGAGGACCTAGTGGGTGCACAAGGGCACCAAGGCG

12

90

180

270

360

450

540

630

720

810

900

980

1080

1170

1260
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Filg 22

CRCCGATGCTCGGCAGGCCAGGGCGCGCGCTCGCTGCAAATGGAG
TTCCCCTGTGCGCTCAGCTCTGCAGCTCCAAGTGCAGCCTGGAGC
GAGCCCGCCGAGCCGCGGGATCCCTCCGGGGTGGGATAAGGGAGG
GGAGCCCCCGCGGCCCCCTCCCGGCCCTCGGCGCGGCCGCGTGCG
TGGTGTCATTGGCCCGGGCGGCCCGGTGGGCGGGAGGATGACATC
AGCGGCAGGTTGGATTATAAAGGCGCGAGCAGAGTCACGGGCTCA
GAGCGCACCCAGCCGGCGCCGCGCAGCACTGGGACCCTGCTCGCC
CTGCAGCCCAGCCAGCCTGCTCCGCATCCCCCTGCTGGTCTGCCC
GCCGACCTGCGCGCCCTCGCTGCCGCCCGTGTGCGCCCCTCGACC
CCAGCGGCACCATGCATCTCTCCCAGCTGCTGGCCTGCGCCCTGC

MetHisLeuSerGlnLeuleuAlaCysAlaLeulL

TGCTCARCGCTGCTCTCCCTCCGGCCCTCCGAAGCCAAGCCCGGGG
euLeuThrLeuLeuSerLeuvArgProSerGluAlaLysProGlyA

CGCCGCCGAAGGTGGGTGCTGTCGTGGGGACGCCGAGCCTGGGAG
laProProlys

AGGCGTGGGAGGCTGGGGGCTTGGAGAATGCGGCGCGCAGGACCC
AGGAGAGAGGGAAGGCAGGCGGCTGTCTCCTCCGAGATGCGCGTG
GGCGAGAGCCGGGGAGCCCTCGARGCGCGGATTCGGGGGTCCACT
TCTCCAGCCTCCGGAGAACATCGGCCCATGCGCAGCCCCCTACCC
CAGTGTGGCCTGCCCGGCGAGCAGCAAARGGGAGGGCAGGGGGCTT
CCGGAGGGAGCGGCGAAGGCGGCCGCGTGGCAGGTGGATGCGGGG
CCARGCTGGCCGGCATCGGTGGGGGCGGCTCTGGGCTTGGGAGGG
ACACCCCGCGCCGGCGGGCGCGTGGGGCTGGAGCATCAGAGTCCC
CCGTGCTGCAGCCGCGTGTCCCTTCACCTGCCCGCTCTTTCCTCG
GACAGGTCCCGCGARCCCCGCCGGCAGAGGAGCTGGCCGAGCCGC

ValProArgThrProProAlaGluGluLeuAlaGluProG

13

1350

1440

1530

1620

1710

1800

1830

1980

2070

2160

2250
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Flg. 2—3

AGGCTGCGGGCGGCGGTCAGAAGAAGGGCGACAAGGCTCCCGGGG
1nAlaAlaGlyGlvyGlyGlnLysLysGlyAspLysAlaProGlyG

GCGGGGGCGCCAATCTCAAGGGCGACCGGTCGCGACTGCTCCGGG
lyGlyGlyAlaAsnleuLysGlvAspArgSerArgLeuLeuArgA

ACCTGCGCGTGGACACCAAGTCGCGGGCAGCGTGGGCTCGCCTTC
spLeuArgvValAspThrLysSerxArgAlaAlaTrpAlairgLeul

TGCAAGAGCACCCCARCGCGCGCARATACAAAGGAGCCAACAAGA
euGlnGluHisProAsnrlaArgLysTyrLysGlyAlaasnLysL

AGGGCTTGTCCAAGGGCTGCTTCGGCCTCAAGCTGGACCGAATCG
ysGlyLeuSerLysGlyCysPheGlyLeuLysLeuAspArgIleG

GCTCCATGAGCGGCCTGGGATGTTAGTGCGGCGCCCCCTGGCGGL
lySerMetSerGlyLeuGlyCys***

GGTGAGTACGGCCCACCCGACGCCCAGCCCCAGCCCGGCCCGGGA
CCGCCCGCCGCCCAGCCAGCCTTCGGAGGCGCGCGAGCCGCCTTT
GCTCAAGTTGTGCTAGGCGTTTGCCAGCCGCCCCCTTTATTATCC
CACTTTACAGRACARAGAAAGCGAAGGATAACGTGATCGGGGAACT
TTGGCAAGGTCAGAAACGGCTCAGCCTGGTTGAACCCACCTGGCT
TCTTCTGGAGAAGCAGARACAGGCTTGGTGGTGTCTCACCCACCC
CTGRACCGTAGCTGAACTAGCAGCACTGGCCCCTATTGGCCAGCT
GGTGGGGGGATTGAGAGGAGATCATGGGTTTGTGGGAGCAGAGAR
GGAAGGTTACACCCACAAGTCCAGGGGACATCGATCATCTGCTGG
CCACCATGCCCCCTGTAGTGAGAGTAGCCCTCTGCTGGCACTGTC
AGAGCGCCCTTCTGCCTGGGACACTCCGATTCCTGTCCCTTCTCT
AAACCCAGGCAGTGGGCAAACTGGTCTGTCCAGGGTCCTGAGGCA
GCTGCAGCCTGGTGCCTTCGGGGGTGAATCTCAGTGCTTGTGGCA
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Flg 2—4

CTATTTCAGGGAATAGGAARAGACACTAAAGTAAATATTATTTGCC
CCAGCCTCGRACTCAACACGTCCCAGAGTCCCTCACCARCCCTGT
CCCGACCCAACCGGTGCTCTGGGCTCCGTTTCTGGTGTGGGGTCT
CACCCCGCACTAGGGCTGGAAACCTCTGCCCTACCGCCACCCCCT
GCCGGGTGCCGCGTGGTGGTAATTTACTGCTGCAGAGAGCCTCAC
CTCTCCTCTTTCCCTCCTCTCTATTCCTGCCGCCTGCCCGTGCCC
ACTGAATAACATCCCAGCCTCTGACATTGACAGTCATGTGCGTTA
GGATCAGGCTTACCTGGCTTTCTCGCTTTCTTGCCTCCAGCTCAG
CAGCTGCCACTGCCTGTCCCACACCTTGACTGTCCCATCCCAGGC
TACGGGCAAGCTGCTGTCCTCCCCAGAAACCCTTGTCAGTGTGGA
TCTTCTCCCGGAGGAAACAAGAGCGCCTGTCCAGCACACTGTCTC
TTTTTTACAGTACTGAACACTTTTTCACAGTITTGTGAACCCATTC
ACCTCTCCATATTGAACAGCTTAAGGGCGAAGTGCTGGCCTAAGG
CACTCTAGGACCCACTGCACCCCGAACAGACTCGTGGAAATATTT
GTCAATGACCAGAGARACCAGCACACCCTGGCCCATGGCCACTCC
CACCTGCCCGAGGTTTTAACCAGTGCCCTTCCTCTCTTTGCAGCC
AGACCTCACTCGGCTGTGGGCCTCTCCCCAGTTCTGCAAAGGCTG
TAGTTGTCTGTGATCTTGACTCTCCCCTGCACAGGGAGAAGAATG
ATTCTGACACTTGGGGACCAGCCTTCAGTAGCTACCCTTGGAATG
CCTTTGCTCTCTTCTCTCCTGTCTAAACAACAAAGAGACGGAGTC
TGAGGCCTCRAAATTTTCAGTTTGATTTAAGCATCAAGTTCAAACT
TTAGARCCTGAGCARATGTTAGTGACTCTCCATTGGTTCGTACCT
GGAATGCGCATCCCCACAGGGGCTTTGTTCTTGGGCCTGGCTGTC
TGTGGTCACCAAGTGATGGCCAAACGGGTGGTGAAAGATGCTGTG
TAGGAGGAATCCACATTGTTAAGAATTC
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Daiichi Asubio Pharma. Co., Ldt.
<120> Gen y proteina precursora de CNP Humano
<130> PED-11-2EPB
<160> 7
<170> PatentIn versién 3.1

<210>1
<211> 53
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Asp Leu Arg val Asp Thr Lys Ser Arg Ala Ala Trp Ala Arg Leu Leu
1 5 10 15
Gln Glu His Pro Asn Ala Arg Lys T;r Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly
20 2 30
Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg 1le Gly Ser met
35 40 45
ser Gly Leu Gly Cys
S0
<210> 2
<211> 159
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2
gacctgcgcg tggacaccaa gtcgcgggca gcgtgggctc gecttctgca agagcacccc 60
aacgcegcgca aatacaaagg agccaacaag aagggcttgt ccaagggetg cttcggectc 120
aagctggacc gaatcggctc catgagcgge ctgggatgt 159

<210> 3

<211> 4258

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1722)..(1811)
<223>

<220>
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<221> CDS

<222> (2256)..(2543)

<223>

<400> 3
gaattcctgt ttcctaagca aagtgacctg tgtagtggtt gctccaatgt tgtgagtcag 60
ggtatgagag tgggaagggg tagcctgaga aaggtgccga cagagcagac catgatgcgg 120
ccgecttage agetctggga ccaggctcac taccacggag ggaagaggga ggcttggagg 180
gaacctggtt ctccaagece ctcttcactc cagttgectt cctgectcag gcacagettc 240
ctctccctgg aaaatCtcgt ctgggctact gtctccccag aatcgecttc acgectgggy 300
acagccactg cactcctgcg gcaacatttg ttctctctcc agectgegtc ctgctcagca 360
gcagccagtc atagattcct gotcttcaat caattcgggg gatctggget ctccgectct 420
gcggcecaca ccgcagtgee caaatgcecca ccacactoct tagtgtccaa gggaccgaga 480
agcccagtge aaggagagca agttcgtgag tggtagggat atgtggcecat gtcccgagag 540
ccacggggac ctctctacag tcaaaaacgg gaagttgacc acctgtcacg gctggcagag 600
gctggactgg gecgetggot aggaagctct ctccccagee tgtgaaagrg cacaggatac 660
tggagcggge ttccccagca goggatcctc gegtgggtge aggcaaggtc aggtgegeat 720
tgttcccaca gagggagttc accagcggag tcagaccccg ggacgttctg tgtggccgaa 780
accggctgaa cgtgaaccta gagcagtaac tggcgagcat acgatgccgc ggagcacacg 840
catgagcatg aatatcttgg ttccgegctc gcagtcccct cgrtcccgec ttgegetcaa 900
acactcaggc tggcgacacc cctgcactct ccagtgtgga agacttgcge tccccccrge 960
ggcccaggeg aacccegete tcecctgegee tecccacccca gtcetecaac cccatccrct 1020
gcctcccaac ctaacgacgt cgctgtggtc tgegtcccge cctgaccgge aggtgaaagg 1080
cggagctgca atgccatccc geggetgtca ggtgcccagg gaagagtttg gcgacaagca 1140
gggctgcgtg gatticggge agcgccaact ttctgectgt atgactttgg gcaagtgact 1200
tcattcctct gagectgtct ttgcacctgc aaagaggget acgtatccct tccaggtaga 1260
gtgagtgcga tgaggaccta gtgggtgcac aagggcacca aggcgcaccg atgetcggea 1320
gaccagggeg cgogetcgct gcaaatggag ttcccctgtg cgctcagctc tgcagctcca 1380
agtgcagcct ggagcgagcc cgccgagecg cgggatccct €cggggtggg ataagggagg 1440
ggagecececg €ggcccccte ccggeectcg gegeggecge gtgegtggtg tcattggacc 1500
gggcggcccg gtgggcggga ggatgacatc agcggcaggt tggattataa aggegcegage 1560
agagtcacgg gctcagageg cacccagecg gegecgegea geactgggac cctgetcgec 1620
ctgcagecca gecagectge tccgeatcce cctgetggtc tgoccgecga cctgegegee 1680
ctcgetgecg cccgtgtgeg cccctegacc ¢cageggcac ¢ ::g §$§ E:S §§$ g?g 1736

1 5
€19 L9 95C toc 96C <O CLO CLC 30 C19 Che Ser Leo Arg bro ser
10 15 20
B45 255 152 555 9 253 579 5rg fyg srastacto weotomuune .
25 30

gccgagectg ggagagacgt gggaggetgg gggcttggag aatgcggcge geaggaccca 1891
ggagagaggg aaggcaggcg gctgtctect ccgagatgeg cgrgggcgag agccggggag 1951
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ccctecgaage geggattcgg gggtccactt

gcagccecct accccagtgt ggectgeccg
€gg9agggagc ggcgaaggcg gccgegtgge
€ggtgggggc ggctctgggc ttgggaggga
agcatcagag tcccccgtge tgcagecgeg

acag gtc ccg cga acc €cg ccg gca
val Pro Arg Thr Pro Pro Ala

aadly &

gcc aat ctc
Ala Asn Leu Lgs
6

gac acc aag
Asp Thr Lys

80

aac gcg ¢gce
Asn Ala Arg

95

tgc ttc g?c
Yy

Cys Phe G
110

C
b4

35

ctccagcctc cggagaacat cggeccatge
gcgagcagca aagggaggge agggggctte
aggtggatgc ggggccaagc tggccggeat
caccecgege €ggegggcge gtagggctag
tgtceccttca cctgeccget ctrtectegg

gag gag ctg gcc gag ccg cag gct
Glu Glu Leu Ala Glu Pro GIn Ala

40

g?t cag aag aag g?c gac aag gct
Gly GIn Lys Lys Gly

50

aag g?c gac cgg tcg
G

Asp Lys Ala

55

cga ctg ct¢
y ASp Arg ser ;59 Leu Leu

tcg cgg gca gcg tgg gct cgc ctt
Ser Arg Ala Ala Trp Ala Arg Leu

85

aaa tac aaa gga gcC aacC aag aag
Lys Tyr Lys gog Ala Asn Lys Lys

CtC aag ctg gac cga
Leu LyS ng Asp Arg
1

atc ggc tcc
Ile G?y

ser
120

bro o1y &ly

cgg gac ctg
Arg Asp ;gu

ctg caa gag
Leu GIn Glu
90

ggc ttg tcc
G g Leu ser
10

atg agc g?c
Met Ser Gly

tgt tagtgcggeg CCccctggcg geggrgagta cggeccacce gacgece

Cys

cccageccgg
ttgctcaagt
aagaaagcga
gttgaaccca
cccrgaaceg
agaggagatc
catcgatcat
tcagagcgee
gggcaaactg
tctcagtget
ccececagectc
gtgctctggg
ccctaccgec
acctctectc

ccagectctg

cccgggaccg
tgtgctagge
aggataacgt
cctggctice
tagctgaact
atgggtttgt
ctgctggeca
crtetgectg
gtctgtccag
tgtggcacta
gaactcaaca
ctcegtttct
accccctgec
tttccctect

acattgacag

ccegecgecc
gtttgccagc
gatcggggaa
tctggagaag
agcagcactg
gggagcagag
ccatgececc
ggacactccg
ggtcctgagg
tttcagggaa
cgtcccagag
ggtgtggggt
gggtgecgeg
ctctattcct

tcatgtgcgt

agccagectt
cgcccccttt
ctrtggcaag
cagaaacagg
gcccctattg
aaggaaggtt
tgtagtgaga
attcctgtcc
cagctgcagce
taggaaagac
tccctcacca
ctcacccege
tggtggtaat
gccgectgec

taggatcagg

cggaggcgeg
attatcccac
gtcagaaacg
cttggtggtg
gccagctggt
acacccacaa
gtagccctct
cttctctaaa
ctggtggctt
actaaagtaa
accctgtccc
actagggctg
ttactgctgc
cgtgcccact

cttacctggc

45
999 g9c
&y &y
60
cgc gt
Arg va
cac ccc

His Pro

aag g?c
Lys Gly
ctg g?a
Lteu Gly

125

agc

cgagccgect
tttacagaca
gctcagectg
tctcacccac
9gggggattg
gtccagggga
gctggcactg
cccaggceagt
cgggggtgaa
atattatttg
gacccaaccg
gaaacctctg
agagagcctc
gaataacatc

trtctcgctt

2011
2071
2131
2191
2251
2300

2348

2396

2444

2492

2540

2593

2653
2713
2773
2833
2893
2953
3013
3073
3133
3193
3253
3313
3373
3433
3493
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<210> 4

<211> 30
<212> PRT

tetrgectcec
gctacgggea
gaaacaagag
agtttgtgaa
ggcactctag
gaaaccagca
trtcctctctt
tgtagttgtc
gggaccagcc
aacaaagaga
crttagaacc
ccacaggggc
tggtgaaaga

<213> Homo sapiens

<400> 4

<210>5

<211> 96
<212> PRT

Met His Leu Ser g]n Leu Leu Ala Cys A%a Leu Leu Leu Thr Lgu Leu
1 1 1

agctcagcag
agctgctgte
cgcctgteca
cccattcacc
gacccactgc
cacccrggec
tgcagccaga
tgtgatcttg
ttcagtagct
cggagtctga
tgagcaaatg
tttgttcttg
tgctgtgtag

ES 2302333 T3

ctgccactgce
ctccccagaa
gcacactgtc
tctccatatt
accccgaaca
catggccact
cctcactcgg
actctcccct
accctrggaa
ggcctcaaat
ttagtgactc

ggcctggctg
gaggaatcca

ctgtcccaca
acccttgtca
tctttrttac
gaacagctta
gactcgtgga
cccacctgec
ctgtgggcct
gcacagggag
tgcctrtgct
tttcagtttg
tccattggtt
tctgtggtca
cattgttaag

ccttgactgt
gtgtggatct
agtactgaac
agggcgaagt
aatatttgtc
cgaggtttta
ctccecagrt
aagaatgatt
ctcrrctctce
atttaagcat
cgtacctgga
ccaagtgatg

aattc

cccatcccag
tctcccggag
actttttcac
gctggectaa
aatgaccaga
accagtgccec
ctgcaaaggc
ctgacacttg
ctgtctaaac
caagttcaaa
atgcgcatcc

gccaaacgqgg

Ser Leu Arg Pro Ser Glu Ala Lys Pro Gly Ala Pro Pro Lys
20 25 30

<213> Homo sapiens

<400> 5

3553
3613
3673
3733
3793
3853
3913
3973
4033
4093
4153
4213
4258

Xa] Pro Arg Thr gro Pro Ala Glu Glu igu Ala Glu Pro GlIn Q}a Ala

Gly Gly Gly ggn Lys Lys Gly Asp 5§s Ala pro Gly Gly g&y Gly Ala

Asn teu liysls Gly Asp Arg Ser ﬁsg Leu Leu Arg Asp Leu Arg val Asp
45

The ggs Ser arg Ala Ala ;gp Ala Arg Leu Leu GlIn Glu His Pro Asn
6!

Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys
65 70 75 80

phe Gly Leu Lys kgu Asp Arg Ile Gly ggr Met Ser Gly Leu g}y Cys
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<210> 6
<211> 378

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(378)

<223>

<400> 6

<210> 7
<211> 126
<212> PRT

atg
Met
1

tcc

ser

cga
Arg

&

aag
LysS
65

tcg
ser

aaa
Lys

ctc
Leu

cat ctc
H1S Leu

ctc cgg
Leu Arg

acc ccg
Thr Pro
35

cag aag
GIn Lys
50

g?c gac
Gly Asp

cgg gca
Arg Ala

tac aaa
Tyr Lys

aag ctg
LyS Leu
115

<213> Homo sapiens

<400> 7

tcc
ser

ccc
Pro
20

ccg
Pro

aag
Lys

<g9
Arg

gcg
Ala

&
100

gac
Asp

ca
gin

tcc
Ser

ca
g1a

&ty

tcg
ser

tgg
85

gcce
Ala

cga
Arg

I\{et His Leu Ser

Ser Leu Arg

Pro
20

Arg Thr Pro Pro
35

ctg
Leu

gaa
Glu

gag
Glu

gac
Asp

cga
Ar
70g

gct
Ala

aac
ASn

atc
Ile

GIn Leu Leu
S
ser Glu Ala

Ala Glu Glu

ES 2302333 T3

ctg
Leu

gcc
Ala

9ag
G6lu

aag
LysS
31

ctg

Leu

cgc
Arg

aag
Lys

&ty

gcc
Ala

aag
Lys

ctg
Leu
40

gct
Ala

ctc
Leu

ctt
Leu

aag
Lys

tcc
ser
120

tgc
Cys

ccce
Pro
25

gcc
Ala

cce
Pro

cg9
Arg

ctg
Leu

ety
105

atg
Met

Ala

Lys

Leu Ala Glu Pro GIn Ala Ala Gly Gly
40 45

gcc
10

oty

gag

&y

gac
Asp

caa
GIn
90

ttg
Leu

agc
ser

Cys Ala Leu Leu Leu Thr Leu Leu
10 15

Pro Gly Ala Pro Pro Lys val Pro
25 30

ctg
Leu

gcg

ccg
Pro

&ty

ctg
Leu
75

gag
Glu

tcc
Ser

oy

ctg
Leu

ccg
Pro

cag
Glin

g
o
60
cgc
Arg
cac
His
aag

Lys

ctg
Leu

ctc
Leu

ccg
Pro

gct
Ala
45

aly

gt
va

ccc
Pro

oty

&1y
12

ac
Th?

aag
Lys
30

gcg
Ala

gcc
Ala

gac
Asp

aac
Asn

tgc
Cys
110

tgt
cys

ctg
Leu
15

gtc
val

&y

aat
ASn

acc
Thr

gcg
Ala
95

ttc
Phe

ctc
Leu

ccg
Pro

&ty

ctc
Leu

aag
Lys
80

cgc
Arg

&ty

48

96

144

192

240

288

336

378
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Gly GIn Lys
50

Lys Gly Asp

65

Ser Arg Ala

Lys Tyr Lys

Leu LyS Leu
115

ES 2302333 T3

Lys Gly Asp %gs Ala Pro Gly Gly ggy Gly Ala Asn Leu
Arg Ser Arg Leu Leu Arg Asp Leu Arg val Asp Thr Lys
70 75 80
Ala Trp Ala Arg Leu Leu GIn Glu His Pro Asn Ala Arg
85 90 95
Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly
105 110

100

Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
120 125
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