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DESCRIPCION

Corina, una serina proteasa.
Antecedentes de la invencion

Las serina proteasas participan en una diversidad de procesos fisioldgicos y del desarrollo (Stroud R, Sci. Am.
231: 74-88,1974: Neurath H, Science 224:350-357, 1984). Por ejemplo, las serina proteasas estdn implicadas en
el sefialamiento celular, la diferenciacion celular y la conversién de prohormonas a formas biolégicamente activas.
Véase, por ejemplo, Hong and Hashimoto. Cell. 82:785-794, 1995: Inagami. J. Biol. Chem., 264: 3043-3046, 1989.

El documento WO 98/03665 describe secuencias de 4cido nucleico y aminodcidos de una calicreina humana nueva
y el uso de estas secuencias en el diagndstico, estudio, prevencion y tratamiento de enfermedades. Tomita Y. y col., J.
Biochem., 124:784-789, 1998, identificaron una proteina relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad
con una estructura andloga a la proteina de membrana tipo II en el corazén de ratones.

El documento WO 98/36054 describe entre otros un polipéptido, denominado ATC2, un miembro de la familia de
serina proteasas que tiene similitud con hepsina, protasina y acrosina.

Descripcion de la invenciéon

La presente invencién se refiere a dcidos nucleicos, polipéptidos y fragmentos de los mismos, de un gen nuevo,
por ejemplo, una serina proteasa, especialmente una serina proteasa de mamifero, tal como corina humana y de ratén,
que contiene una 0 mas repeticiones ricas en cisteina del receptor barredor, frizzled, LDLR y dominios cataliticos
serina proteasa. La invencién ademas se refiere a los procedimientos para usar tales dcidos nucleicos y polipéptidos en
tratamientos, diagndsticos e investigacion. Por ejemplo, los dcidos nucleicos y polipéptidos de corina pueden utilizarse
en procedimientos para identificar moduladores de su actividad y en modelos animales para simular enfermedades
humanas y en el diagndstico de afecciones patoldgicas.

Breve descripcion de los dibujos
SEC ID N°: 1 muestra una secuencia de nucleétidos para corina humana.
SEC ID N°: 2 muestra una secuencia deducida de aminodcidos de corina humana.
SEC ID N°: 3 muestra una secuencia de nucledtidos para corina de raton.
SEC ID N°: 4 muestra una secuencia deducida de aminodacidos para corina de raton.

La Fig. 1 es un esquema que ilustra el ordenamiento de dominios funcionales dentro de un polipéptido de corina
humana.

La Fig. 2 muestra una alineacién de aminoédcidos de dominios frizzled (“Corina Crd1” y “Corina Crd2”) de un
polipéptido de corina humana con Frizzled, Fz-1, y lin-17.

La Fig. 3 muestra una alineacién de secuencia de aminodcidos de repeticiones de LDLR identificadas dentro de un
polipéptido de corina humana con una secuencia de consenso para LDLR humano.

Fig. 4 muestra una alineacién de secuencia de aminodcidos de un dominio serina proteasa de corina humana
(“Corina”) con dominios serina proteasa presentes en otras tres proteinas. KAL es calicreina. ENTK es enterocinasa.
TRPI es tripsina.

Descripcion detallada de la invencion

Se han identificado secuencias de 4cido nucleico y polipéptidos que codifican corina, un gen nuevo que compren-
de un péptido transmembranario/sefial, dominio frizzled, repeticiones del receptor de lipoproteina de baja densidad
(LDLR), repeticiones ricas en cisteinas del receptor barredor (SRCR), y un dominio catalitico serina proteasa. Véase,
por ejemplo, Fig. 1.

De acuerdo con la presente invencién un polipéptido corina tiene una actividad inmunogénica que es especifica
para corina; o, una secuencia de aminoécidos que es obtenible de una fuente natural que se presenta en la naturaleza
y que tiene una o mas de las siguientes actividades o dominios: una actividad catalitica serina proteasa; un dominio
de actividad catalitica serina proteasa; una actividad de sustrato de unidn a serina proteasa; una actividad catalitica de
enzima convertidora de factor natriurético pro-atrial (ANF); un dominio frizzled: un dominio de repeticién LDLR; y
repeticiones ricas en cisteina del receptor barredor (SRCR).

Se excluyen los fragmentos de polipéptidos codificados por los siguientes fragmentos de acido nucleico de la
base de datos Unigene [PubEST]: Hs.62794 (AA126468 [1686098], AA126648 [1686206], AA625395 [2537780],
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AA046682 [1524579], AA249850 [1881137] y AA046793 [1524691]), y Hs. 71798 (AA147031 [1716421]). (Los
nimeros entre paréntesis se refieren a la base de datos PubEST). Los siguientes fragmentos también pueden excluirse:
Hs.121626 (AA771958), Hs. 1657 (M69297) y Hs.47712 (AA203291), g1231787; g1312726; g1337948; y g942724.

Las secuencias de nucleétidos de los dcidos nucleicos mencionados anteriormente pueden identificarse buscando
en bases de datos publicas disponibles. Sin embargo, los polipéptidos que contienen o comprenden estas secuencias
no estan excluidas, por ejemplo, corina de longitud total, un polipéptido que tiene dos o mas de estos fragmentos
mencionados o un polipéptido que tiene uno de los fragmentos mencionados y otras secuencias de aminoacidos, de
corina o de otra fuente.

Por el término “actividad inmunogénica especifica para corina”, se entiende que el polipéptido de corina provoca
una respuesta inmunoldgica que es selectiva para corina. Tal respuesta puede ser celular o humoral. Por consiguien-
te, la estimulacion de anticuerpos, células T, macréfagos, células B, células dendriticas, etc., por una secuencia de
aminodcidos de corina seleccionada de un polipéptido de corina de mamifero, por ejemplo, corina humana como se
muestra en la SEC ID N°: 2, es una actividad inmunogenética especifica. Estas respuestas pueden medirse de manera
rutinaria. Véase ademads, a continuacion la discusion sobre anticuerpos especificos para corina.

Actividad catalitica serina proteasa significa, por ejemplo, que el polipéptido de corina posee una actividad de
escision de polipéptidos, de preferencia en el enlace peptidico, por ejemplo, donde un residuo serina de corina participa
en la escision del enlace peptidico. Véase, por ejemplo, Stroud. Sci. Am., 231:74-88, 1974; Kraut, Ann. Rev. Biochem.,
46: 331-358, 1977. La secuencia completa del polipéptido de corina que se muestra en la SECID N°: 2 04, o una
parte de ella, puede tener actividad catalitica serina proteasa. La escision tras la posicion de aminodcido 801 de la
SEC ID N°: 2 (que separa el enlace peptidico entre arginina y isoleucina) puede aumentar o pontenciar tal actividad
catalitica, dando lugar a la liberacion de un fragmento catalitico que comprende, o estd constituido esencialmente por,
las posiciones de aminoédcidos 802-1042.

Un “dominio de actividad catalitica serina proteasa” se refiere a una regién de un polipéptido que es capaz de mos-
trar actividad catalitica serina proteasa, como se describi6 anteriormente, pero que no necesariamente posee actividad
completa, si acaso alguna, en el escenario en que estd presente. Por ejemplo, los miembros de la familia tripsina con
frecuencia se expresan inicialmente como una proenzima que exhibe actividad completa sélo tras la escisién en un
sitio especifico dentro del polipéptido. La escision da lugar a la liberacién de un fragmento proteolitico. En general,
el “fragmento liberado” se mantiene en el lugar por medio de enlaces disulfuro con la porcién restante de la proteina.
Véase, la SEC ID N°: 2, por ejemplo, para cisteinas que podrian formar los enlaces disulfuro. Un dominio catalitico
serina proteasa se refiere al fragmento proteolitico previo a su liberacion de la secuencia completa de corina.

Una “actividad catalitica de enzima convertidora del pro factor natriurético atrial (ANF)” significa, por ejemplo,
una actividad catalitica en la que pro-ANF se convierte por medio de escision proteolitica en uno o mds péptidos
mas pequeiios. Véase, por ejemplo, Inagami, J. Biol. Chem., 264: 3043-3046, 1989; Rosenzweig and Seidman, Ann.
Rev. Biochem., 60:229-255,1991; Wilkins y col., Lancet, 349:1307-1310, 1997. ANF (también, conocido como ANP)
es una hormona cardiaca que, por ejemplo, regula la homeostasis de los liquidos del cuerpo, la tension arterial, el
volumen plasmadtico y otros procesos fisiolégicos involucrados en la funcién del corazén y del rifién. Otros sustratos
para la actividad convertidora, también pueden incluir homélogos y homdlogos de proteinas para ANF, tales como
BNP y CNP. Véase, por ejemplo, Wilkins y col., Lancet 349:1307-1310, 1997; Levin y col., New Eng. J. Med..
339:321-328, 1998. La actividad convertidora puede medirse de forma convencional, por ejemplo, como se describe
en los ejemplos en los que la escision de pro-ANF se ensaya detectando una diferencia en el peso molecular de pro-
ANF antes y después del tratamiento con corina, o con un fragmento de corina biol6gicamente activo. Ya que corina
puede expresarse en la superficie celular, pueden usarse las células intactas para procesar sustratos, tales como pro-
ANF.

La unioén del sustrato se considera generalmente la primera etapa en la catdlisis enzimética porque el sustrato, que
actda como un ligando, debe en primer lugar unirse a la superficie de la enzima para permitir a la enzima llevar a cabo
sus reacciones cataliticas. Esta superficie de la enzima puede denominarse como el sitio activo de la enzima. La unién
del sustrato a la superficie de la enzima puede involucrar mdltiples interacciones con la enzima, por ejemplo, enlace
quimico con uno o mas aminodcidos y/o grupos funcionales que comprenden la enzima. Una actividad de uni6n del
sustrato a la serina proteasa como se usa en el presente documento significa que un sustrato, por ejemplo, (H-D-Pro-
Phe-Arg-pNA.2HCI), S2444 (pyroGlu-Gly-Arg-pNA-HCI), y S2288 (H-D-Ile-Pro-Arg-pNA.2HCI), respectivamente,
o pro-ANF, se une especificamente a una superficie de un polipéptido de corina. La unién a la enzima puede realizarse
por medio de una o mds de las interacciones que sostienen su sustrato presente en la naturaleza a la misma; sin embargo,
un polipéptido puede tener una actividad de unién del sustrato cuando sostiene el sustrato con menos interacciones
que las que se presentan en la naturaleza en cantidad y en calidad. Una actividad de unién del sustrato a serina proteasa
puede opcionalmente ser eficaz: para obtener catalisis del sustrato, para unirlo de forma competitiva o no competitiva
al sitio activo, para unirlo de manera irreversible a la enzima, para dar como resultado la pérdida de actividad catalitica
(por ejemplo, donde existe un sustrato suicida), etc.

La actividad de unidn del sustrato a serina proteasas puede medirse convencionalmente. Por ejemplo, pueden usarse
un ensayo de competicion de unién para identificar sustratos que se unen a un polipéptido, o derivado del mismo, por
ejemplo, combinando bajo condiciones eficaces, un sustrato que contiene un marcador detectable, un polipéptido de
corina humana, o fragmentos del mismo, y un compuesto en el que se va a probar la actividad de unién del sustrato.
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El ensayo puede realizarse en fase liquida, donde el sustrato libre y el unido estan separados por una membrana, o,
puede realizarse en fase solida, segiin se desee. Los ensayos en fase sdlida pueden realizarse usando procedimientos de
alto rendimiento, por ejemplo, sobre chips, obleas, etc. La unién del sustrato y la actividad catalitica pueden disociarse
una de la otra. Por consiguiente, un polipéptido de corina puede tener actividad de unién del sustrato pero no tener
actividad catalitica.

Un polipéptido de corina también puede comprender un “dominio rico en cisteina andlogo a frizzled” (o “dominio
frizzled”, como se usa en este documento) que tiene actividad de unién Wnt. Un dominio frizzled puede tener una
actividad o region de enlace de ligando, por ejemplo, como la definida y descrita en Zorn, Current Biolog, 7: R501-
R504, 1997. Por ejemplo, un dominio frizzled puede actuar como un receptor para ligandos que tienen homologia
con Wnts y otras glicoproteinas secretadas involucradas en la proliferacion celular, sefialamiento celular, etc. Puede
estar unido a membrana o ser soluble. En una forma soluble, también puede actuar como antagonista, por ejemplo,
cuando el dominio frizzled libre de corina une el ligando libre y evita su interaccién con su receptor relacionado en la
superficie celular.

Una repeticién de LDLR contiene una secuencia de consenso de LDLR humano como se muestra en la Fig. 7 y
puede opcionalmente tener actividad de unién de ligando.

Un polipéptido de corina también puede comprender un dominio de repeticion rico en cisteina del receptor barredor
(“SRCR”). Véase, por ejemplo, Matsumoto y col., Proc. Natl. Acad. Sci., 87:9133-9137, 1990.

Una corina de mamifero es un polipéptido de mamifero que tiene una secuencia de aminodcidos que es obtenible
a partir de una fuente natural y las actividades mencionadas. Puede tener longitud total (es decir, como se muestra
en la SEC ID N° 2) o puede tener longitud menor a la total y poseer una o mds de las actividades mencionadas.
Por lo tanto incluye secuencias que se presentan en la naturaleza normales, mutantes, polimérficas, etc. Las fuentes
naturales incluyen, por ejemplo, células vivas, por ejemplo, obtenidas de tejidos o de organismos enteros, lineas
celulares cultivadas, que incluyen lineas celulares primarias e inmortalizadas, tejidos biopsiados, etc.

La presente invencion también describe fragmentos de una corina de mamifero de longitud total, tal como corina
humana o de ratén. Los fragmentos son de preferencia “biolégicamente activos”. Por “biolégicamente activo”, se en-
tiende que el fragmento de polipéptido posee una actividad en un sistema vivo o con componentes de un sistema vivo.
Las actividades bioldgicas incluyen las mencionadas, por ejemplo, una actividad catalitica, una actividad de unién de
sustrato, y/o una actividad inmunogénica. Los fragmentos pueden prepararse de acuerdo con cualquier procedimiento
deseado, incluidos, sintesis quimica, ingenieria genética, productos de excision, etc. Véase, a continuacion.

La presente invencién también se refiere a una corina humana que tiene una secuencia deducida de aminoécidos 1
hasta 1042 como se muestra en SEC ID N°: 2. El polipéptido de 1042 aminodcidos tiene un peso molecular previsto de
aproximadamente 116 kilodaltons. Comprende los siguientes dominios: regién hidr6foba en las posiciones de aminoa-
cidos aproximadamente 46-66; dominios ricos en cisteina frizzled en las posiciones de aminodcidos aproximadamente
134-259 y 450-573; siete repeticiones de LDLR en las posiciones de aminodcidos aproximadamente 268-415 y 579-
690; una regioén rica en cisteina en las posiciones de aminodcidos aproximadamente 713-801 homélogas a un motivo
de receptor barredor de macréfagos; y un dominio catalitico serina proteasa en las posiciones de aminoacidos aproxi-
madamente 802-1042. Existen diecinueve sitios de N glicosilacidn putativos presentes en el dominio extracelular que
estd en las posiciones de aminodcidos aproximadamente 67-1042.

Un polipéptido de corina de la invencion, por ejemplo, que tiene una secuencia de aminoacido como se muestra
en la SEC ID N°: 2, puede analizarse por medio de procedimientos disponibles para identificar otros dominios es-
tructurales y/o funcionales en el polipéptido. por ejemplo, puede analizarse un polipéptido de corina por medio de
los procedimientos descritos en, por ejemplo, Kyte and Doolittle, J. Mol. Bio.,157: 105,1982; EMBL Protein Predict;
Rost and Sander. Proteins, 19:55-72, 1994.

Los dominios hidréfobos en aproximadamente los aminodcidos 46-66 de una corina humana pueden servir como
una secuencia de anclaje de membrana. Véase, también, hepsina, serina proteasa de mamifero de la familia de la trip-
sina que contiene un transmembranario cerca de su extremo amino terminal (Kurachi y col., Methods in Enzymology
244: 100-114, 1994); Stubble-stubbloid, una serina proteasa de Drosophila melanogaster que también contiene un
dominio transmembranario (Appel y co., Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU 90:4937-4941, 1993). Hay residuos de aminod-
cidos cargados positivamente inmediatamente antes del dominio hidréfobo y transmembranario putativo, que indican
que la corina puede ser una proteina transmembranaria tipo II con el amino terminal en el citosol.

La corina también contiene al menos dos dominios frizzled ricos en cisteina en las posiciones de aminodcidos
aproximadamente 134-259 y 450-573. La Fig. 2 muestra una comparacién de los dominios frizzled de corina humana
con FZ-1, Iin-17, y Frizzled. El dominio frizzled comprende, por ejemplo, un sitio de unién al ligando. Véase, por
ejemplo, Zorn, Current Biology, 7: R501-R504, 1997; Leyns y col., Cell, 88:747-756, 1997. Como se describe a
continuacion, un aspecto de la invencion es identificar ligandos que se unen a los dominios frizzled de corina, y que
opcionalmente regulan la actividad de células que expresan el polipéptido de corina o células que expresan el ligando.

El andlisis de la secuencia de proteina corina mostré que en la region extracelular existen dos dominios ricos
en cisteina andlogos a frizzled, siete repeticiones del receptor LDL, un dominio anilogo al receptor de barredor de
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macréfagos y un dominio serina proteasa andlogo a tripsina (2A). Dos dominios ricos en cisteina andlogos a frizzled
estan localizados en los aminodcidos 134-259 y 450-573, respectivamente. Las secuencias de aminodcidos de estos
dos dominios comparten homologia significativa con el dominio extracelular rico en cisteina de la proteina Frizzled de
Drosophila, siete repeticiones del receptor transmembranario esencial para la determinacién de la polaridad durante el
desarrollo de la mosca de la fruta (Vinson y col., Nature, 338: 263-264, 1989). También se han encontrado los dominios
ricos en cisteina andlogos a frizzled en otras proteinas, tales como Dfz2 en Drosophila (Bhanot y col., Nature, 382:
225-230, 1996), Lin-17 en C. elegans (Sawa y col., Genes Dev., 10: 2189-2197, 1996) y FZ-1 en seres humanos (Chan
y col., J. Biol. Chem., 267: 25202-25207, 1992).

Las secuencias de dos dominios ricos en cisteina andlogos a frizzled en corina son mas cercanas a las de Lin-17 y
FZ-1. Los diez residuos cisteina conservados estdn presentes en los dominios ricos en cisteina andlogos a frizzled de
corina. Entre los aminodcidos 268-415 y 579-690, existen siete repeticiones ricas en cisteina homologas a las repeti-
ciones de clase A del receptor de LDL (Brown y col., Nature, 388: 629-630, 1997). Cada repeticion tiene una longitud
de aproximadamente 36 aminodcidos y contiene seis residuos cisteina asi como un grupo altamente conservado de
aminodcidos cargados negativamente. En el receptor LDL, estas repeticiones ricas en cistefna unen iones de calcio y
desempefian una funcion esencial en la endocitosis de los ligandos extracelulares (Ibid). Se han encontrado motivos
similares en el dominio extracelular de otros receptores de membrana, tales como la proteina relacionada con el recep-
tor de LDL (LRP 1) (Krieger and Herz, Annu. Rev. Biochem. 63: 601-6037, 1994), megalina (también conocida como
LRP2 o gp330) (Kounnas y col., J. Biol. Chem., 268: 14176-14181, 1993), proteinas del complemento (Catterall y
col., Biochem. J. 242: 849-856, 1987), enterocinasa (Kitamoto y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU, 91: 7588-7592,
1994), y proteinas yolkless y nudel de Drosophila (Schombaum y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU, 92: 1485-1489,
1995; Hong and Hashimoto, Cell, 82: 785-794, 1995).

Ademds de los dominios ricos en cisteina andlogos a frizzled y las repeticiones andlogas al receptor LDL, existe
otra regidn rica en cisteina entre los aminodcidos 713 y 801 en corina. Esta regién contiene 88 aminodacidos y es
homologa al motivo rico en cisteina hallado en el receptor barredor de macréfagos (Matsumoto y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. EEUU, 87: 9133-9137, 1990). Este motivo también estd presente en el receptor de speract de espermatozoides
del erizo de mar (Thorpe and Garbers, J. Biol. Chem. 264: 6545-6549, 1989; Dangott y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
EEULU, 86: 2128-2132, 1989) y la serina proteasa de vertebrados, enterocinasa (Kitamoto y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
EEUU, 91: 7588-7592, 1994).

En el carboxilo terminal de la proteina corina entre los residuos de aminodcido 802 y 1042, se encuentra un dominio
serina proteasa andlogo a tripsina. Este dominio de proteasa es altamente homdlogo al dominio catalitico de miembros
de la superfamilia de la tripsina. Por ejemplo, la similitud de secuencia de aminodcidos entre corina y precalicreina
(Chung y col., Biochemistry, 25: 2410-2417, 1986), factor XI (Fujikawa y col., Biochemistry, 25: 2417-2424, 1986) y
hepsina (Leytus y col., Biochemistry, 27: 1067-1064, 1988) es de 40%, 40% y 38%, respectivamente. En la corina estan
bien conservadas todas las caracteristicas esenciales de las secuencias de serian proteasa. Los residuos del sitio activo
de la triada catalitica estdn localizados en His843, Asp892 y Ser985. Los residuos de aminoécidos que forman el bol-
sillo de especificidad de sustrato estdn localizados en Asp979, Gly1007 y Gly1018. Se prevé que estos residuos unan
los residuos P1 del sustrato, lo que sugiriere que la corina escindiria su sustrato tras residuos basicos, tales como lisina
o arginina. Ademds, se ha encontrado un sitio de escision de activacion putativa en Arg801, que sugiere que la corina
se sintetizaria como un zimdgeno inactivo y que seria necesaria otra enzima andloga a tripsina para su activacion.

En el dominio de proteasa, existen 12 residuos cisteina. El apareamiento potencial de estos residuos cisteina puede
predecirse comparando con otras serina proteasas bien estudiadas, tales como tripsina y quimotripsina. Los primeros
tres pares de residuos cisteina presentes esencialmente en todos los miembros de la superfamilia de la tripsina estdn
localizados en Cys828-Cys844, Cys955-Cys970 y Cys981-Cys1010. En las posiciones Cys790-Cys912 y Cys926-
Cys991 estan presentes dos pares mds de residuos cisteina. Estos dos pares de residuos cisteina se encuentran comun-
mente en una subfamilia de serina proteasas de dos cadenas, tales como quimotripsina y precalicreina (Chung y col.,
Biochemistry, 25: 2410-2417, 1986). La presencia de Cys790 y Cys912 indicé que, tras la escision de activacion en
Arg801, el dominio catalitico de corina podria permanecer unido al resto de la molécula por un enlace disulfuro. Es
interesante notar que hay un par adicional de residuos cisteina, Cys817 y Cys830, presente en la corina. Los residuos
cisteina en estas dos posiciones no se encontraron en ninguna otra serina proteasa en vertebrados. Una bisqueda en
bases de datos mostré que una serina proteasa andloga al quimotripsindgeno del gusano, Arenicola marina, tenia dos
residuos cisteina en las posiciones correspondientes (Kyte and Doolitle, J. Mol. Biol., 157: 105-132, 1982). Se constru-
y6 un modelo de dominio proteasa de corina en la estructura del quimotripsindgeno A bovino. En base a este modelo
de corina, en el que los dtomos de Ca de estos dos residuos cisteina se mantenian fijados durante la minimizacién de
energia, la distancia entre los d&tomos de azufre y sus cadenas laterales es de aproximadamente 2,5 A tras la bisqueda
de rotameros. El modelo indica que estas dos cisteinas tienen probabilidad de formar un enlace disulfuro para conectar
dos ldminas b en el nicleo del dominio proteasa.

Ademds de la secuencia de corina humana, se ha clonado e identificado una corina de otra especie de mamifero,
el ratén. En las SEC ID N°: 3 y 4 se muestra la secuencia completa de nucledtidos y aminoacidos de corina de raton.
Existen 1113 aminodcidos en la corina de ratén y comprende los mismos dominios que la corina humano. Hay una
similitud de secuencia de aminodcidos del 89% entre la corina de ratén y la humano.

Pueden obtenerse otros homdlogos de corina de mamiferos y de fuentes diferentes a los mamiferos por medio de
procedimientos diversos. Por ejemplo, puede usarse la hibridacién con un oligonucledtido selectivo para una corina
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de mamifero para seleccionar tales homélogos, por ejemplo, como se describe en Sambrook y col., Molecular Clo-
ning, 1989, Capitulo 11. Tales homélogos pueden tener cantidades variables de similitud y homologia de secuencia
de nucleétidos y aminodcidos con corina. Los organismos no mamiferos incluyen, por ejemplo, vertebrados, inverte-
brados, pez cebra, pollo, Drosophila, C. elegans, Xenopus, S. pombe, S. cerevisiae, nematodos, procariotas, plantas,
Arabidopsis, virus, etc.

La invencién también describe secuencias de aminodcidos especificas de corina, por ejemplo, una secuencia de
aminodcidos definida que se encuentra en la secuencia humana particular de SEC ID N°: 2 pero no en otras secuencias
de aminodcidos de polipéptidos diferentes de corina. Una secuencia de aminoacidos especifica puede encontrarse ru-
tinariamente, por ejemplo, al buscar en una base de datos de gen/proteina usando la serie de programas informaticos
BLAST. Una secuencia de aminoécidos especifica de corina puede ser ttil para producir péptidos como antigenos
para generar una respuesta inmune especifica para el mismo. Los anticuerpos obtenidos por medio de tal inmuni-
zacion pueden usarse como una sonda especifica para una proteina corina de mamifero para fines de diagndstico o
investigacion.

Como se ha mencionado, los polipéptidos de la presente invencién comprenden una secuencia codificadora hu-
mana completa para una corina. Los fragmentos utiles incluye, por ejemplo, fragmentos que comprenden, o estdn
constituidos esencialmente, por el dominio frizzled, uno o mas dominios LDLR, repeticiones SRCR del dominio
transmembranario, el dominio catalitico de serina o un fragmento. Un fragmento de corina humana de preferencia
comprende la secuencia de polipéptidos de SEC ID N°: 2, con la condicién de que el fragmento no sea un polipéptido
codificado por Hs.62794 (AA126468[1686098], AA126648 [1686206], AA625395 [2537780], AA046682 [1524579],
AA249850[1881137] y AA046793 [1524691]), y Hs. 71798 (AA147031 [1716421]). Véase, a continuacién.

Puede seleccionarse un fragmento de un polipéptido de corina para que tenga una actividad bioldgica especifica,
por ejemplo, una actividad serina proteasa, una actividad de enzima convertidora de pro-ANF, una actividad de unién
al sustrato, una actividad inmunogénica, etc. Puede identificarse un fragmento util rutinariamente probando tales frag-
mentos para una actividad deseada. La medicién de estas actividades se describe a continuacién en los ejemplos. Estos
péptidos pueden también identificarse y prepararse como se describe en el documento EP 496 162.

Un polipéptido de la presente invencién puede también tener similitud de secuencia de aminodcidos del 100% o
menos con la secuencia de aminoécidos establecida en SEC ID N°: 2. Para los objetos de la siguiente discusién: Simi-
litud de secuencia significa que el mismo nucleétido o aminodcido que se encuentra en la secuencia estabalecida en
SEC ID N°: 1-2 se encuentra en la posicién correspondiente de la(s) secuencia(s) comparada(s). Un polipéptido que
tiene menos del 100% de similitud de secuencia con la secuencia de aminodcidos establecida en SEC ID N°: 2 puede
contener diversas sustituciones de la secuencia que se presenta naturalmente, incluidas sustituciones de aminoacidos
homélogos y no homélogos. Véase a continuacién para ejemplos de sustitucion de aminoacidos homdlogos. La suma
de residuos idénticos y homdlogos dividida por el niimero total de residuos en la secuencia sobre la que se compara el
polipéptido de corina es igual al porcentaje de similitud de secuencia. Para el objeto de calcular la identidad y simi-
litud de secuencias, la secuencias comparadas pueden alinearse y calcularse segtiin cualquier procedimiento deseado,
algoritmo, programa informatico, etc., incluidos, por ejemplo, FASTA, BLASTA. Un polipéptido que tiene menos del
100% de similitud de secuencia de aminodcidos con la secuencia de aminodcidos de SEC ID N°: 2 puede comprender,
por ejemplo, aproximadamente 99%, 98%, 97%, 95%, 90%, 70%, etc. Una cantidad de similitud de secuencia de
aminodcidos de preferencia es de aproximadamente 85% o mds, por ejemplo, aproximadamente 86%.

Un polipéptido, fragmento o polipéptido sustituido de corina de mamifero puede también comprender diversas
modificaciones, donde tales modificaciones incluyen modificacién de lipidos, metilacién, fosforilacién, glicosilacion,
modificaciones covalentes (por ejemplo, de un grupo R de un aminodcido), sustitucién de aminodcidos, delecién
de aminodcidos o adicién de aminoécidos. Las modificaciones al polipéptido pueden llevarse a cabo segtn diversos
procedimientos, incluidos recombinantes, sintéticos, quimicos, etc.

Los polipéptidos de la presente invencién (por ejemplo, corina humana o corina de ratén, fragmentos de los mis-
mos, mutaciones de los mismos) pueden usarse en diversas formas, por ejemplo, en ensayos, como inmundgenos para
anticuerpos como se describi6 anteriormente, como agentes biolégicamente activos (por ejemplo, con una o mas de
las actividades asociadas con corina).

Un polipéptido que codifica una corina, un derivado de la misma, o un fragmento de la misma, puede combinar-
se con uno o mas dominios estructurales, dominios funcionales, dominios detectables, dominios antigénicos y/o un
polipéptido deseado de interés, en una disposicién que no se presenta en la naturaleza, es decir que no se presenta
naturalmente, por ejemplo, como en un gen de corina humana o murina, un fragmento genémico preparado a partir
del genoma de un organismo vivo, por ejemplo, un animal, de preferencia un mamifero, tal como un ser humano,
ratén, o lineas celulares de los mismos. Un polipéptido que comprende tales caracteristicas es un polipéptido qui-
mérico o de fusion. Tal polipéptido quimérico puede prepararse de acuerdo con diversos procedimientos, incluidos
procedimientos quimicos, sintéticos, cuasi sintéticos y/o recombinantes. Un dcido nucleico quimérico que codifica un
polipéptido quimérico puede contener los diversos dominios o polipéptidos deseados en un marco de lectura abierto
continuo (por ejemplo, con multiples dominios N-terminal para estabilizar o potenciar la act1v1dad) o interrumpido,
que contiene, por ejemplo, intrones, sitios de empalme, promotores, etc. El dcido nucleico quimérico puede producir-
se seglin diversos procedimientos. Véase, por ejemplo, la Patente de EEUU N° 5.439.819. Un dominio o polipéptido
deseado puede tener cualquier propiedad deseada, incluida una funcién biolégica tal como una fusién catalitica, de se-

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2307 338 T3

flalamiento, promotora del crecimiento, de marcacion celular (por ejemplo, secuencia sefial, secuencia de marcado, tal
como para endosomas, lisosomas, RE, nicleo), etc., una funcién estructural tal como hidréfoba, hidréfila, que atravie-
sa la membrana, etc., funciones de receptor-ligando, y/o funciones detectables, por ejemplo, combinado con enzimas,
polipéptidos fluorescentes, proteina fluorescente verde, (Chalfie y col., 1994, Science, 263:802; Cheng y col., 1996,
Nature Biotechnology, 14:606; Levy y col., 1996, Nature Biotechnology, 14:610, etc. Ademas, un polipéptido o parte
del mismo, puede usarse como un marcador seleccionable cuando se introduce en una célula huésped, por ejemplo, un
acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la presente invencién puede fusionarse en
el marco con una secuencia codificadora deseada para actuar como un marcador para purificacion, seleccién o fines
de marcacién. La region de fusion puede codificar un sitio de escision para facilitar la expresion, el aislamiento, la
purificacion, etc.

Puede producirse un polipéptido segiin la presente invencién en un sistema de expresion, por ejemplo, in vivo, in
vitro, libre de células, recombinante, de fusion celular, etc. segtin la presente invencion. Las modificaciones al polipép-
tido impartidas por tales sistemas incluyen glicosilacién, sustituciéon de aminoécidos (por ejemplo, por uso de codones
diferentes), procesamiento del polipéptido tal como digestion, escision, actividad endopeptidasa o exopeptidasa, unién
de restos quimicos, incluidos lipidos y fosfatos, etc.

Puede recuperarse un polipéptido segtin la presente invencién de fuentes naturales, células huésped transformadas
(medios de cultivo o células) segin los procedimientos usuales, incluidos extraccion con detergentes (por ejemplo,
Triton-X-100 CHAPS, octilglucésido), precipitacién con sulfato de amonio o etanol, extraccién con dcidos, cromato-
grafia de intercambio aniénico o catiénico, cromatografia con fosfocelulosa, cromatografia de interaccién hidréfoba,
cromatografia con hidroxiapatita y cromatografia con lectina. Pueden usarse etapas de replegamiento proteico, segiin
necesidad, para completar la configuracién de la proteina madura. Finalmente, puede usarse cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC) para las etapas de purificacion. También puede aislarse un polipéptido de corina como se
describi6 para otras serina proteasas, por ejemplo, Wu y col., J. Biol. Chem., 267: 24408-24412, 1992; Wu y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci., 88: 6775-6779,1991.

Un 4cido nucleico de corina de mamifero, o un fragmento del mismo, es un dcido nucleico que tiene una secuencia
de nucledtidos obtenible de una fuente natural. Véase, a continuacién. Incluye por consiguientes alelos que se pre-
sentan en la naturaleza, normales, mutantes, polimorfos, secuencias degeneradas, etc. Las fuentes naturales incluyen,
por ejemplo, células vivas obtenidas a partir de tejidos y organismos completos, lineas celulares cultivadas, incluidas
lineas celulares primarias e inmortalizadas. De preferencia, se excluyen los siguientes fragmentos de dcido nucleico de
la base de datos Unigene [PubEST]: Hs. 62794 (AA126468 [1686098], AA126648 [1686206], AA625395 [2537780],
AA046682 [1524579], AA249850 [1881137], y AA046793 [1524691]), y Hs. 71798 (AA147031 [1716421]). (Los
nimeros entre paréntesis se refieren a la base de datos PubEST). De manera 6ptima, pueden también excluirse los
siguientes fragmentos: Hs. 121626 (AA771958), Hs.1657 (M69297), y Hs.47712 (AA203291), g1231787; g1312726;
g1337948; y 2942724. Las secuencias de nucledtidos de los dcidos nucleicos anteriores pueden identificarse buscan-
do en las bases de datos publicas disponibles. Sin embargo, los 4cidos nucleicos que contienen o comprenden estas
secuencias no estdn excluidos, por ejemplo, corina de longitud total, o un 4cido nucleico con dos o mas de estos
fragmentos mencionados. Resulta también de preferencia que se excluyan los fragmentos anteriores en un vector de
clonacioén, tal como un plasmido o un fago.

La corina humana se expresa como un ARNm de aproximadamente 5 kb. Es mas abundante en el corazén. Estd
practicamente ausente, o se expresa en niveles muy bajos en el cerebro, placenta, pulmén, higado, misculo esquelé-
tico, rifién, pancreas, bazo, timo, prostata, testiculos, ovarios, intestino delgado, colon, vejiga, ttero y estdémago. Por
consiguiente, la corina puede usarse como un marcador para la presencia de tejido cardiaco, por ejemplo, en secciones
de tejidos (usando anticuerpos especificos de corina o sondas de 4cidos nucleicos especificas de corina), en muestras
de biopsias, etc. También se detectd corina en diversas lineas celulares humanas, incluidos tumores de utero, osteosar-
coma, lineas del carcinoma de endotelio HEC-1-A, AN3 CA, y RL95-2, leimiosarcoma SK-LM1 y osteosarcoma U2-
OS. En los siguientes ejemplos se describen mds detalles.

En SEC ID N°: 1 se muestra una secuencia del dcido nucleico del alelo de corina humana que tiene 4933 pares de
bases. El tamafio del ADN es coherente con la longitud del ARNm de corina (-5 kb) detectada por medio de anélisis
Northern. En la posicién 95 se encuentra un codén ATG que puede representar el sitio de iniciacion de la traduccion.
El marco de lectura abierto (ORF) se extiende 3126 pb con una regién 5’ no traducida (UTR) de 94 nucleétidos
antes del codon de iniciacion. En el extremo 3’, hay una 3’ UTR de 1,7 kb después del codén de terminacién en la
posicion 3221. 12 nucleétidos antes de la cola de poli (A)* estd presente una sefial de poliadenililacién de AATAAA.
Un 4cido nucleico de la invencién puede contener la secuencia codificadora completa desde el aminodcido 1 hasta
el aminodcido 1042, secuencias degeneradas de la misma y fragmentos de la misma. Un &4cido nucleico segtin la
presente invencién puede también comprender una secuencia de nucledtidos 100% complementaria, por ejemplo,
una secuencia de nucledtidos antisentido con respecto a cualquiera de las mencionadas anteriormente y a las que se
presentan a continuacion.

La presente invencion también describe una secuencia de nucledtidos de ratén que codifica toda o una parte de una
corina, por ejemplo, como se muestra en SEC ID N°: 3. Como es el caso para el alelo humano, la invencioén se refiere a
secuencias degeneradas de la misma, y fragmentos antisentido de la misma. El andlisis Northern muestra un transcrito
prominente en aproximadamente 5 kb en muestras derivadas del corazén. En contraste con el andlisis Northern con
muestras humanas, se detectaron bajos niveles d¢ ARNm en muestras obtenidas de testiculos y rifiones de ratones.
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La hibridacién in situ con ARNm de corina de ratén también se detectd en tejido embrionario cardiaco, miocitos de
auriculares y ventriculares, rifiones en desarrollo y estructuras derivadas del cartilago. En los ejemplos se describen
mds detalles.

Puede obtenerse un dcido nucleico segun la presente invencién de una diversidad de fuentes diferentes. Puede
obtenerse a partir de ADN o ARN, tal como ARNm poliadenilado, por ejemplo, aislado de tejidos, células o de un
organismo completo. El 4cido nucleico puede obtenerse directamente a partir de ADN o ARN, o a partir de una
biblioteca de ADNCc. El dcido nucleico puede obtenerse de una célula en una etapa particular del desarrollo, con el
genotipo, fenotipo deseados (por ejemplo, una célula o tejido de corazén embrionario o adulto), etc.

Como se describid para anteriormente los polipéptidos de corina, un dcido nucleico que comprende una secuencia
de nucleétidos que codifica un polipéptido segiin la presente invencién puede incluir sélo la secuencia codificadora;
una secuencia codificadora y otra secuencia codificadora (por ejemplo, secuencias que codifican péptidos lideres,
secretores, marcadores, enzimadticos, fluorescentes u otros péptidos de diagndstico), secuencias codificadoras y no
codificadoras, por ejemplo, secuencias no traducidas en el extremo 5’ 6 3’ , o dispersas en la secuencia codificadora,
por ejemplo, intrones. Un dcido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica sin interrupcién
un polipéptido significa que la secuencia de nucledtidos contiene una secuencia que codifica aminodcidos para una
corina, sin interrupcién o intervencién de nucleétidos no codificadores en la secuencia codificadora, por ejemplo,
intrén o intrones ausentes. Tal secuencia de nucleétidos puede también describirse como contigua. Un ADN gendmico
que codifica una corina de un mamifero, ratén o ser humano, etc., puede obtenerse de manera rutinaria.

Un 4cido nucleico segun la presente invencion también puede comprender una secuencia de control de expresion
unida de manera operativa a un 4cido nucleico como se describié anteriormente. La frase “secuencia de control de
expresion” significa una secuencia de dcido nucleico que regula la expresion de un polipéptido codificado por un dcido
nucleico al que estd unido de manera operativa. La expresion puede regularse a nivel del ARNm o del polipéptido.
Por consiguiente, la secuencia de control de expresion incluye elementos relacionados con el ARNm y elementos
relacionados con la proteina. Tales elementos incluyen promotores, potenciadores (virales o celulares), secuencias de
unién a ribosomas, terminadores transcripcionales, etc. Una secuencia de control de expresion estd unida de manera
operativa a una secuencia codificante de nucleétidos cuando la secuencia de control de expresién estd localizada de
tal manera que provoca o consigue la expresion de la secuencia codificadora. Por ejemplo, cuando un promotor esta
unido de manera operativa en posicién 5’ a una secuencia codificadora, la expresién de la secuencia codificadora es
dirigida por el promotor. Las secuencias de control de expresion pueden ser heterélogas o endégenas al gen normal.

Puede seleccionarse un dcido nucleico segtin la presente invencién en base a la hibridacién del 4cido nucleico. La
capacidad de dos preparaciones de dcidos nucleicos de hebra tnica para hibridar juntos es una medida de la comple-
mentariedad de sus secuencias de nucleétidos, por ejemplo, el apareamiento de bases entre nucledtidos, tales como A-
T, G-C, etc. La invencion se refiere por consiguiente también a dcidos nucleicos que hibridan con un 4cido nucleico
que comprende una secuencia de nucledtidos como la establecida en SEC ID N: 1. Una secuencia de nucleétidos que
hibrida con la tltima secuencia tendrd una hebra de 4cido nucleico complementaria, o actuard como molde para una en
presencia de una polimerasa (es decir, una enzima sintetizadora de 4cidos nucleicos adecuada). La presente invencién
incluye ambas hebras del 4cido nucleico, por ejemplo, una hebra con sentido y una hebra antisentido.

Pueden elegirse las condiciones de hibridacion para seleccionar dcidos nucleicos que tengan una cantidad deseada
de complementariedad de nucleétidos con la secuencia de nucleétidos establecida en SEC ID N°: 1. Un 4dcido nucleico
capaz de hibridar con tal secuencia, de preferencia, tiene, por ejemplo, aproximadamente 85%, de mds preferencia,
90%, 92%, y de mas preferencia atn, 95%, 97% o 100% de complementariedad, entre las secuencias. La presen-
te invencion se refiere en particular a secuencias de dcidos nucleicos que hibridan con la secuencia de nucleétidos
establecida en SEC ID N°: 1 bajo condiciones de rigurosidad baja o alta.

Los dcidos nucleicos que hibridan con las secuencias de corina pueden seleccionarse de diversas maneras. Por
ejemplo, pueden incubarse tansferencias (es decir, matrices que contienen acidos nucleicos) en una solucién de pre-
hibridacién (6X 100 ug SCC, SDS al 0,5%, ADN desnaturalizado de esperma de salmén 100 ug/ml, 5X solucién de
Denhardt y formamida al 50%) a 30EC durante la noche y a continuacién hibridar con sondas radiomarcadas (corina)
en una solucién de hibridacién (6X SSC, SDS al 0,5%, ADN desnaturalizado de esperma de salmén 100 ug/ml y
formamida al 50%), a 42EC durante la noche segtin los procedimientos conocidos. Las transferencias pueden lavarse
en condiciones muy rigurosas que permitan, por ejemplo, un emparejamiento erréneo inferior al 5% bp (por ejemplo,
lavar dos veces SSC al 0,1% y SDS al 0,1% durante 30 minutos a 65EC), es decir una similitud de secuencia del
95% o mayor. Mientras que el lavado muy riguroso puede permitir un emparejamiento erréneo inferior al 5%, las
condiciones con baja rigurosidad (por ejemplo, lavar dos veces en SSC al 0,2% y SDS al 0,5% durante 30 minutos a
37EC) pueden dar lugar a un emparejamiento erréneo de hasta el 20%. Otro ejemplo no limitante de condiciones de
baja rigurosidad incluye un lavado final a 42EC en un tamp6n que contiene NaCl 30 mM y SDS al 0,5%. Otro ejemplo
no limitante de condiciones de alta rigurosidad incluye un lavado final a 65 EC en tamp6n acuoso que contiene NaCl
30 mM en SDS al 0,5%. El lavado y la hibridacién pueden también realizarse como se describe en Sambrook y col.,
Molecular Cloning, 1989, Capitulo 9. La hibridacién puede también basarse en un célculo de la temperatura de fusién
(Tf) del hibrido formado entre la sonda y su diana, como se describe en Sambrook y col. Tales condiciones rigurosas
pueden seleccionar secuencias que tienen, por ejemplo, al menos 95%, de preferencia 97%, de complementariedad de
nucledtidos entre los dcidos nucleicos, a condicion de que tal dcido nucleico no sea: Hs. 62794 (AA126468 [1686098],
AA126648 [1686206], AA625395 [2537780], AA046682 [1524579], AA249850 [1881137] y AA046793 [1524691]),
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y Hs. 71798 (AA147031 [1716421]). Véase, también anteriormente y a continuacién. No se excluyen los dcidos nu-
cleicos que contienen o comprenden estas secuencias, por ejemplo, corina de longitud total, o un 4cido nucleico que
tenga dos o mds de estos fragmentos mencionados.

Segtn la presente invencion, un 4cido nucleico o polipéptido puede comprender una o mas diferencias en la se-
cuencia de nucleétidos o aminoécidos establecida en SEC ID N°: 2. Los cambios o modificaciones a las secuencias de
nucledtidos y/o aminodcidos pueden realizarse por medio de cualquier procedimiento disponible, incluidos la muta-
génesis dirigida o aleatoria.

Un 4cido nucleico que codifica una corina humana o de ratén segtin la invencién puede comprender nucleétidos
que se presentan en el gen de corina que se presenta en la naturaleza, por ejemplo, polimorfismos que se presentan
naturalmente, alelos normales o mutantes (nucle6tido o aminoacido), mutaciones que se descubren en una poblacién
natural de mamiferos, tales como seres humanos, monos, cerdos, ratones, ratas o conejos. Por el término que se
presentan naturalmente, se entiende que el dcido nucleico es obtenible de fuentes naturales, por ejemplo, tejidos
y células de animales, liquidos corporales, células de cultivos tisulares, muestras forenses. Las mutaciones que se
presentan naturalmente pueden incluir deleciones (por ejemplo, extremos amino o carboxi terminales truncados),
sustituciones, o adiciones de secuencias de nucledtidos. Estos genes pueden detectarse y aislarse por hibridacion de
dcidos nucleicos segtin los procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido de corina humana de la invencidén puede contener codones que se encuentran en el gen que
se presenta naturalmente, transcritos, o ADNc, por ejemplo, como se establece en SEC ID N° 1, o puede contener
codones degenerados que codifican las mismas secuencias de aminodcidos. Por ejemplo, puede resultar deseable
cambiar los codones en la secuencia para optimizar la secuencia para la expresion en un huésped deseado.

La presente invencién también se refiere a muteinas de polipéptidos de corina, es decir, cualquier polipéptido que
tenga una secuencia de aminodcidos que difiera en la secuencia de aminodcidos de una secuencia de aminodcidos
obtenible de una fuente natural (un fragmento de una corina de mamifero no difiere en secuencia de aminoacidos
de la corina que se presenta en la naturaleza). Por consiguiente, las muteinas de corina comprenden sustituciones,
inserciones y deleciones de aminodcidos, incluidos los aminodcidos que no se presentan en la naturaleza. Véase,
por ejemplo, Wu y col., Proc. Natl. Acad. Sci., 88: 7775-6779, 1991, que informa especialmente sustituciones de
aminodcidos en las que se sustituye un aminodcido bdsico con dcido glutdmico, como guia para realizar mutaciones.

Las muteinas para una secuencia de aminodcidos de corina de la invencion pueden también prepararse en base a
bisqueda de homologias de bancos de datos de genes, por ejemplo, Genbank, EMBL. La bisqueda de homologia de
secuencias puede realizarse usando diversos procedimientos, incluidos algoritmos descritos en la familia de programas
informéticos BLAST, el algoritmo de Smith-Waterman, etc.

Puede introducirse una o varias muteinas en una secuencia identificando y alineando aminoécidos dentro de un
dominio que sean idénticos y/u homdlogos entre los polipéptidos y a continuacién modificando un aminoacido en
base a tal alineamiento. Por ejemplo, en las Figuras 2-4 se ilustran las comparaciones de secuencias entre corina hu-
mana y los dominios Frizzled, LDLR y de serina proteasa de otras proteinas. Estos alineamientos revelan posiciones
de aminodcidos que son idénticas y también posiciones de aminodcidos donde los residuos difieren uno de otro pero
son homo6logos. Los aminoacidos homélogos pueden definirse basdndose en el tamafio de la cadena lateral y el grado
de polarizacién, incluidos, no polares pequefios: cisteina, prolina, alanina, treonina; polares pequefios: serina, glici-
na, aspartato, asparragina; polares grandes: glutamato, glutamina, lisina, arginina; de polaridad intermedia: tirosina,
histidina, triptéfano; no polares grandes: fenilalanina, metionina, leucina, isoleucina, valina.

Los dcidos homdélogos pueden también agruparse de la siguiente manera: grupos R polares no cargados, glicina,
serina, treonina, cisteina, tirosina, asparragina, glutamina; aminodcidos 4cidos (cargados negativamente), acido as-
partico y 4cido glutdmico; aminodcidos bésicos (cargados positivamente), lisina, arginina, histidina. Los amino4cidos
homoélogos también incluyen los descritos por Dayhoff en el Atlas of Protein Sequence and Structure 5 (1978), y por
Argos en EMBO 1., 8, 779-785 (1989).

Las muteinas de acuerdo con la presente invencion incluyen secuencias de aminoacidos en las que un residuo en
la secuencia de corina humana o de ratén estd reemplazado por un residuo homélogo de un dominio correspondiente.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a una secuencia de nucledtidos de corina de SEC ID N°: 2,
en la que dicho 4cido nucleico codifica un polipéptido y una o mds posiciones de aminodcidos estdn sustituidas,
delecionadas, o ambos, y el polipéptido codificado por el 4cido nucleico tiene una actividad de dominio catalitico
serina proteasa o una actividad inmunogénica especifica para corina. Tal dcido nucleico puede contener una o mas
posiciones sustituidas de aminodcidos que estdn sustituidas por aminodcidos homoélogos.

Ademés, los alineamientos de secuencias como ilustran las Figuras 2-4 también proporcionan informacion sobre
sustituciones de aminodcidos que se espera podrian reducir, disminuir o eliminar la actividad biolégica. Por ejemplo,
donde el alineamiento revela aminodcidos idénticos conservados entre dos 0 mds dominios (por ejemplo, reempla-
zando los residuos H, D o S conservados indicados en la Fig. 4), la eliminacién o sustitucion del (los) aminodcido(s)
podria afectar su actividad bioldgica. Las mutaciones en la triada catalitica, a saber, His910, Asp959 y Ser1052 (corina
de ratén), suprimen la actividad catalitica de serina proteasas.
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Una muteina del polipéptido de corina, y su correspondiente secuencia de nucleétidos codificadora, pueden tener
una secuencia de aminodcidos como se establece en SEC ID N°: 1, excepto donde una o mds posiciones estan susti-
tuidas por aminodcidos homélogos, por ejemplo, donde hay 1, 5, 10, 15 6 20 sustituciones. La invencién también se
refiere a polipéptidos de muteinas y dcidos nucleicos de muteinas que codifican tales polipéptidos.

Un 4cido nucleico segun la presente invencion puede comprender, por ejemplo, ADN, ARN, 4cido nucleico sin-
tético, 4dcido nucleico peptidico, nucledtidos modificados, o mezclas. Un ADN puede ser de hebra doble o simple.
Los nucleétidos que comprenden un 4cido nucleico pueden estar unidos por medio de diversos enlaces conocidos, por
ejemplo, éster, sulfamato, sulfamida, fosforotioato, fosforoamidato, metilfosfonato, carbamato, etc., dependiendo del
objeto deseado, por ejemplo, resistencia a nucleasas, tales como ARNasa H, mejor estabilidad in vivo, etc. Véase, por
ejemplo, la Patente de EEUU N° 5.378.825.

Pueden realizarse diversas modificaciones a los acidos nucleicos, tales como unir marcadores detectables (avidina,
biotina, elementos radioactivos), restos que mejoran la hibridacién, deteccién o estabilidad. Los dcidos nucleicos
pueden también unirse a soportes sélidos, por ejemplo, nitrocelulosa, microesferas magnéticas o paramagnéticas (por
ejemplo, como se describe en la Patente de EEUU N° 5.411.863; Patente de EEUU N° 5.543.289; por ejemplo, que
comprenden microesferas ferromagnéticas, supermagnéticas, paramagnéticas, superparamagnéticas, 6xido de hierro
y polisacdridos), nylon, agarosa, celulosa diazotada, microesferas sélidas de latex, poliacrilamidas, etc., segiin un
procedimiento deseado. Véase, por ejemplo, las Patentes de EEUU N° 5.470.967; 5.476.925; 5.478.893.

Otro aspecto se refiere a sondas de oligonucleétidos y de dcidos nucleicos. Tales sondas de oligonucleétidos o de
acidos nucleicos pueden usarse, por ejemplo, para detectar, cuantificar o aislar un a4cido nucleico de corina de mamifero
en una muestra de prueba. Los 4cidos nucleicos pueden usarse como sondas de oligonucleétidos, por ejemplo, en PCR,
en RACE, expresion diferencial, en combinaciones con bibliotecas de ADNCc, bibliotecas de expresion, etc. En los
ejemplos a continuacién se describen oligonucleétidos ttiles. La deteccidn puede ser deseable para una diversidad de
objetos diferentes, incluidos investigacion, diagnéstico y forense. Para objeto de diagndstico, puede resultar deseable
identificar la presencia o cantidad de una determinada secuencia de 4cido nucleico en una muestra obtenida de tejido,
células, liquidos corporales, etc. La presente invencion describe un procedimiento para detectar un dcido nucleico
que comprende, poner un dcido nucleico diana en una muestra de prueba en contacto con un oligonucleétido bajo
condiciones eficaces para alcanzar la hibridacion entre la diana y el oligonucleétido; y detectar la hibridacién. También
puede usarse un oligonucleétido segtin se describe en la invencién en la amplificacién sintética de dcidos nucleicos
tal como PCR (por ejemplo, Saiki y col., 1988. Science 241: 53; Patente de EEUU N° 4.683.202; PCR Protocols:
A Guide to Methods and Applications, Innis y col., eds., Academic Press, Nueva York, 1990) o expresién diferencial
(Véase, por ejemplo, Liang y col., Nucl. Acid. Res., 21: 3269-3275, 1993; Patente de EEUU N° 5.599.672; Documento
WO097/18454) o RACE. Tal deteccién puede realizarse en combinacién con oligonucledtidos para otros genes, por
ejemplo, genes involucrados en el desarrollo o en la funcién del tejido cardiaco o del hueso.

Otro aspecto de la invencién es una secuencia de nucleétidos que es tnica de corina humana. Por secuencia tnica
para una corina, se entiende un orden definido de nucle6tidos que se presenta en la corina, por ejemplo, en la secuencia
de nucleétidos de SEC ID N°: 1, pero rara vez o con muy poca frecuencia en otros dcidos nucleicos, especialmente no se
presenta en un dcido nucleico de animal, de preferencia mamifero, tal como ser humano, rata, ratén, etc. Estan incluidas
ambas secuencias de nucledtidos, sentido y antisentido. Un 4cido nucleico tnico segun la presente invencion puede
determinarse de manera rutinaria. Un dcido nucleico que comprende tal secuencia tinica puede usarse como una sonda
de hibridacién para identificar la presencia de, por ejemplo, corina humana o de ratén, en una muestra que comprende
una mezcla de dcidos nucleicos, por ejemplo, en una transferencia Northern. La hibridacién puede realizarse bajo
condiciones rigurosas (véase, anteriormente) para seleccionar 4cidos nucleicos que tengan al menos 95% de similitud
(es decir, complementariedad) con la sonda, pero pueden usarse también condiciones menos rigurosas. Una secuencia
de nucleétidos tnica de corina puede también fusionarse en el marco, ya sea en el extremo 5’ o en el extremo 3’,
a diversas secuencias de nucleétidos como se ha mencionado en la patente, incluidas secuencias de otras partes de
corina, enzimas, GFP, etc., secuencias de control de expresion, etc.

La hibridacién puede llevarse a cabo bajo diferentes condiciones, segun la selectividad deseada, por ejemplo, como
se describe en Sambrook y col., Molecular Cloning, 1989. Por ejemplo, para detectar especificamente corina humana o
de ratén, puede hibridarse un oligonucledtido a un dcido nucleico diana bajo condiciones en las que el oligonucleétido
s6lo hibrida con él, por ejemplo, donde el oligonucleétido es 100% complementario con la diana. Pueden usarse
diferentes condiciones si se desea seleccionar dcidos nucleicos que tienen menos del 100% de complementariedad de
nucledtidos, al menos aproximadamente, por ejemplo, 99%, 97%, 95%, 90%, 70%, 67%.

Se describen oligonucledtidos que pueden comprender cualquier secuencia de nucledtidos contiguos de SEC ID
N°: 1. Estos oligonucledtidos (dcido nucleico) segtin la presente invencioén pueden ser de cualquier tamafo deseado,
por ejemplo, aproximadamente 10-200 nucledtidos, 12-100, de preferencia 12-50, 12-25, 14-16, al menos aproxima-
damente 15, al menos aproximadamente 20, etc. Los oligonucleétidos pueden tener nucledtidos que no se presentan
en la naturaleza, por ejemplo, inosina. Los oligonucleétidos pueden tener 100% de similitud o complementariedad con
una secuencia de SEC ID N°: 1, o pueden tener errores de apareamiento o sustituciones de nucleétidos, por ejemplo,
1, 2, 3,4 6 5 sustituciones. De acuerdo con la presente invencidn, el oligonucleétido puede comprender un kit, donde
el kit incluye un tamp6n deseado (por ejemplo, fosfato, tris, etc.), composiciones de deteccidn, etc. El oligonucleétido
puede estar marcado o no marcado, con marcadores radioactivos o no radioactivos segtn se conoce en la técnica.
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También puede prepararse 4dcido nucleico complementario a partir de un dcido nucleico de acuerdo con la presente
invencidn, de preferencia un complementario a la secuencia codificadora de SEC ID N°: 1. El 4cido nucleico comple-
mentario puede usarse de diversas maneras, tales como para regular o modular la expresidn de corina, por ejemplo,
para inhibirla, para detectar su expresion, o para la hibridacidn in situ. Estos oligonucleétidos pueden usarse de manera
andloga a la Patente de EEUU N° 5.576.208. Para el objeto de regular o modular la expresién de corina, puede unirse
un oligonucleétido complementario de manera operativa a una secuencia de control de expresion.

El 4cido nucleico segtin la presente invencion puede marcarse de acuerdo con cualquier procedimiento deseado. El
4dcido nucleico puede marcarse usando trazadores radioactivos tales como 2P, 35S, %I, *H ¢ *C, para mencionar al-
gunos trazadores cominmente usados. La marcacién radioactiva puede llevarse a cabo segtin cualquier procedimiento
conocido tal como, por ejemplo, marcacion terminal en el extremo 3’ 6 5° usando un nucleétido radiomarcado, po-
linucledtido cinasa (con o sin desfosforilacién con una fosfatasa) o una ligasa (seguin el extremo a marcar). Puede
usarse también una marcacién no radioactiva, combinando un 4cido nucleico de la presente invencién con residuos
que tengan propiedades inmunolégicas (antigenos, haptenos), una afinidad especifica por ciertos reagentes (ligandos),
propiedades que permiten que tengan lugar reacciones enzimadticas detectables (enzimas o coenzimas, sustratos de
enzimas, u otras sustancias implicadas en una reaccién enzimatica), o propiedades fisicas caracteristicas, tales como
fluorescencia o emision o absorcién de luz a una longitud de onda deseada, etc.

Un 4cido nucleico segun la presente invencion puede usarse para detectar la expresion de corina en érganos comple-
tos, tejidos, células, etc., por medio de diversas técnicas, incluidas la transferencia Northern, PCR, RACE, hibridacién
in situ, etc. Tales 4cidos nucleicos pueden ser particularmente Utiles para detectar la expresion alterada, por ejemplo,
alteraciones especificas celulares y/o subcelulares, de corina. Los niveles de corina pueden determinarse solos o en
combinacién con otros productos genéticos, especialmente productos de genes cardiacos especificos.

Un 4cido nucleico segtn la presente invencion puede expresarse en una diversidad de sistemas diferentes, in vi-
tro e in vivo, segun el objeto deseado. Por ejemplo, puede insertarse un acido nucleico en un vector de expresion,
introducirse en un huésped deseado, y cultivarse bajo condiciones eficaces para alcanzar la expresion de un polipépti-
do codificado por el dcido nucleico. Las condiciones eficaces incluyen cualquier condicidn de cultivo adecuada para
conseguir la produccién del polipéptido por medio de la célula huésped, incluidas temperaturas, pH, medios eficaces,
aditivos para los medios en los que se cultiva la célula huésped (por ejemplo, aditivos que amplifican o inducen la ex-
presion tales como butirato, o metotrexato si el 4cido nucleico codificante estd adyacente a un gen dhfr), cicloheximida,
densidades celulares, placas de cultivo, etc. Puede introducirse un 4cido nucleico en la célula por medio de cualquier
procedimiento eficaz incluidos, por ejemplo, ADN desnudo, precipitaciéon con fosfato de calcio, electroporacion, in-
yeccion, transfeccion mediada por DEAE-Dextran, fusién con liposomas, asociacién con agentes que potencian su
captacién por las células, transfeccion viral. Una célula en la que se ha introducido un 4cido nucleico de la presente
invencién es una célula huésped transformada. El acido nucleico puede ser extracromosdmico o estar integrado en uno
o varios cromosomas de la célula huésped. Puede ser estable o transitorio. Un vector de expresion se selecciona por
su compatibilidad con la célula huésped. Las células huésped incluyen, células de mamiferos, por ejemplo, COS-7,
CV1, BHK, CHO, HeLa, LTK, NIH 3T3, levaduras, células de insectos, tales como Sf9 (S. frugipeda) y Drosophila,
bacterias, tales como E. coli, Streptococcus, bacillus, levaduras, células de hongos, células de plantas, células madre
embrionarias (por ejemplo, de mamiferos, tales como ratén o ser humano), células éseas (tales como, osteoclastos o
condrocitos), células cardiacas (por ejemplo, de un cultivo primario), células musculares, células neuronales, etc. Las
secuencias de control de expresion se seleccionan de manera similar por su compatibilidad con el huésped y el objeto
deseado, por ejemplo, gran nimero de copias, grandes cantidades, induccién, amplificacién, expresiéon controlada.
Otras secuencias que pueden usarse incluyen promotores tales como promotores de SV40, CMV, RSV, promotores
inducibles, elementos especificos de tipos celulares, o secuencias que permiten la expresion selectiva o especifica de
células. Los promotores que pueden usarse para dirigir su expresion incluyen, por ejemplo, el promotor endégeno,
MMTYV, SV40; promotores trp, lac, tac o T7 para huéspedes bacterianos; o factor alfa, alcohol oxidasa, o promotores
PGH para levaduras.

Puede introducirse otro gen de interés en el mismo huésped para el objeto de, por ejemplo, modular la funcién de
corina. Tales genes pueden ser el gen normal, o una variacion, por ejemplo, una mutacién, quimera, polimorfismo, etc.

Puede usarse un dcido nucleico o un polipéptido de la presente invencién como marcador de tamafio en la electrofo-
resis de proteinas o dcidos nucleicos, cromatografia, etc. Los fragmentos de restricciéon definidos pueden determinarse
por barrido de la secuencia en busqueda de sitios de restriccion, calculando el tamafio y llevando a cabo la digestién
de restriccién correspondiente. Puede usarse un ADNc de corina como se muestra en SEC ID N°: 1 como marcador
de peso molecular 4,8 kb en la electroforesis de dcidos nucleicos.

El ADNCc de corina humana segin se muestra en la SEC ID N°: 1 se localiza en la posicién cromosémica 4p12-
13 en el ser humano. Puede usarse por consiguiente como un marcador en el mapeo de parentesco. Por ejemplo, esta
regién cromosdmica parece segregarse con el retorno venoso pulmonar total anémalo (TAPVR) y por consiguiente
podria usarse para mapear la enfermedad en combinacién con otros marcadores genéticos. Véase, por ejemplo, Bleyl
y col.,, Am. J. Hum. Genet., 56: 408-415, 1995.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a la regulacion de las rutas bioldgicas en las que estd involucrado
un gen de corina, o un producto del gen de corina, particularmente afecciones patoldgicas y del desarrollo, y para el
diagndstico de tales afecciones al detectar ya sea el polipéptido o el dcido nucleico de corina. Por ejemplo, el FNA esta
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involucrado en una diversidad de procesos fisioldgicos relacionados con los sistemas cardiovascular y renal, incluidos,
por ejemplo, la homeostasis de los liquidos corporales, la tension arterial, vasodilatacion, natriuresis, inhibicién de
la absorcién de sodio en el conducto glomerular, aumento de la filtracién glomerular, inhibicién de la produccién y
secrecion de aldosterona, mitogénesis, etc. La regulacion de la actividad convertidora del pro-FNA de corina puede por
consiguiente tener efectos profundos en la fisiologia de un organismo. Por ejemplo, los niveles ventriculares de FNA
son normalmente bajos en los miocitos ventriculares pero aumentan draméticamente con las enfermedades cardiovas-
culares. En pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva, los niveles plasmaticos de FNA son elevados. Las altas
concentraciones se correlacionan con la gravedad de la disfuncién ventricular. De manera similar, las concentraciones
elevadas de FNA se asocian con arritmias cardiacas y compromiso hemodindmico. Véase, por ejemplo, Levin y col.,
New Engl. J. Med., 339: 321-328, 1998. Los niveles anormalmente elevados pueden reducirse inhibiendo la actividad
de corina, por ejemplo, transcripcionalmente al inhibir la expresion genética o al administrar inhibidores enziméticos,
que actien directamente en la actividad catalitica.

Como la corina se expresa extensamente en las células derivadas del cartilago y en células cardiacas, puede estar
involucrada en enfermedades asociadas con estos tejidos, tales como la cardiomiopatia hipertréfica familiar, la osteo-
petrosis, y el sindrome de osteoporosis-pseudoglioma, osteoporosis, enfermedad de Paget, osteitis deformante, y el
retorno venoso pulmonar total anémalo. Como se ha mencionado, los oligonucleétidos de corina pueden utilizarse
en el mapeo de parentesco para estudiar la herencia familiar de estas enfermedades, en analogia al TAPVR, y para
objeto diagndstico (por ejemplo, prenatal) si la corina estd asociada (ligado al gen o causante) con tal enfermedad. La
corina puede también estar involucrada en el desarrollo cardiaco, en rutas del desarrollo que implican sefialamiento
con proteinas Wnt y otros factores de crecimiento, diferenciacion celular (por ejemplo, diferenciacién de condrocitos),
y procesos relacionados. Ademds, la corina puede estar involucrada en las sefiales célula-célula, en la diferenciacién
(6sea y/o cardiaca) y otras rutas del desarrollo. Esta funcién puede estar mediada por actividad catalitica de serina
proteasa, dominios frizzled, y/o dominios LDRL. La corina puede también estar involucrada en el procesamiento
(por ejemplo, por escisién catalitica de un factor procrecimiento) de factores de crecimiento, tales como BMP o

TGF-5.

A lo largo de este documento la invencion puede usarse para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares y
renales, tales como la hipertensién, la enfermedad cardiaca congestiva o la insuficiencia renal (asi como afecciones
patoldgicas relacionadas con cualquier otra ruta en al que participa la corina), que comprende la administracion, a
un huésped que necesita del mismo, de una cantidad eficaz de un agente que modula la actividad de una corina de
mamifero. Por el término “modula” se entiende: aumentar, extinguir, promover, estabilizar, disminuir, reducir, anta-
gonizar, bloquear, inhibir, etc. La naturaleza del efecto modulador deseado puede determinarse de manera rutinaria,
por ejemplo, si el efecto patoldgico se produce por cantidades elevadas o disminuidas del FNA. La actividad puede
inhibirse por medio de la administracién de un agente que bloquee directamente la actividad catalitica de corina (por
ejemplo, un inhibidor enzimatico, tal como leupeptina o fluorofosfato de diisopropilo) o por un agente, tal como un
complementario, que bloquee la transcripcién o traduccion del gen correspondiente. La actividad de corina puede
aumentarse, por ejemplo, por medio de la administraciéon de un gen de corina eficaz en la produccion del polipéptido
de corina. El gen de corina puede administrarse de manera andloga a otras terapias genéticas. Véase, por ejemplo,
Magovern y col., Hum. Gen. Ther., 8: 215-227, 1997; Springer y col., Mol. Cell., 2: 549-558, 1998.

La presente invencién también se refiere a procedimientos para modular la actividad de corina in vitro, ya sea por
modulacién directa de su actividad, o por medio de la modulacién de la expresion del gen que la codifica. La actividad
enzimdtica puede medirse de manera convencional, por ejemplo, como se describe en Wu y col., J. Biol. Chem.,
267: 24408-24412, 1992; Wu y col., Proc. Natl. Acad. Sci., 88: 6775-6779, 1991. La conversioén de la actividad
puede medirse como se describe en los ejemplo, o, por ejemplo, como describe Inagami, J. Biol. Chem., 264: 3043-
3046, 1989. La invencion se refiere por consiguiente a un procedimiento para identificar moduladores de la actividad
mencionada anteriormente de un polipéptido de corina, un fragmento o muteina del mismo, que comprende: hacer
reaccionar, en presencia de un compuesto de prueba, un polipéptido de corina y un sustrato para serina proteasa o
la enzima convertidora, bajo condiciones eficaces para que dicho polipéptido escinda dicho sustrato; detectar dicha
escision; e identificar si el compuesto de prueba modula dicha actividad serina proteasa al comparar la cantidad de
escision en presencia y en ausencia del compuesto de prueba.

Cualquier sustrato es adecuado, y, puede utilizarse cualquier medio de deteccidn, tal como uno cromogénico, fluo-
rogénico, radioactivo, electroforético, etc. Por ejemplo, pueden detectarse los productos de escision usando sustratos
marcados en combinacidn con electroforesis en gel. En un ejemplo de preferencia, el sustrato es un sustrato cromogé-
nico, es decir, un péptido que reacciona con la serina proteasa y que estd disefiado para tener una selectividad similar
a la del sustrato natural de la enzima. Unido a la parte peptidica del sustrato cromogénico hay un grupo quimico que
cuando se libera tras la escision enzimdtica da lugar a un color detectable. El cambio de color puede seguirse por me-
dio de espectrofotometria y es proporcional a la actividad proteolitica del dominio catalitico de serina proteasa. Estos
sustratos pueden sintetizarse de manera rutinaria. La hidrdlisis del sustrato (por ejemplo, que contiene 4-nitroanilina,
pNA, como croméforo) puede medirse a temperatura ambiente siguiendo la absorbancia a 405 nm. Los sustratos que
pueden usarse para medir la actividad amidolitica de serina proteasas incluyen, S2302 (H-D-Pro-Phe-Arg-pNA.2HCI),
52444 (pyroGlu-Gly-Arg-pNA.HCI), y S2288 (H-D-Ile-Pro-Arg-pNA.2HCI), respectivamente. Otros croméforos que
pueden incorporarse en el sustrato 1ncluyen por ejemplo, ANBA, ADMP, derivados de tioléster, etc. Véase, por ejem-
plo, los catdlogos de Chromogemx y sus paginas web para mas informacién. Los valores de K., y k., pueden calcularse
por medio de la ecuacién de Michaelis-Menton.
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La invencién también se refiere a un procedimiento para identificar compuestos que se unen especificamente a un
polipéptido de corina, que comprende: poner un polipéptido de corina en contacto con un compuesto de prueba bajo
condiciones eficaces para que dicho compuesto se una especificamente a dicho polipéptido de corina; y detectar la
unién a dicho polipéptido de corina. Los ensayos de unién pueden realizarse de manera convencional. El polipéptido
de corina comprende la secuencia codificadora completa.

El componente corina puede afiadirse a la mezcla de reaccion en una diversidad de formas, por ejemplo, sustan-
cialmente purificado, como un componente de una célula, como un extracto soluble, o como un lisado. En cada caso,
el polipéptido de corina puede obtenerse de una fuente natural, una fuente recombinante (es decir, un polipéptido “re-
combinante” es uno producido por ingenieria genética, por ejemplo, introducido en una linea celular en un plasmido,
vector, ADN desnudo, etc., y expresado en la célula), o puede producirse sintéticamente (producido quimica o enzi-
maticamente). El polipéptido de corina puede expresarse en una célula de mamifero, una linea celular de insecto, o en
bacterias, por ejemplo, como una proteina de fusién o no fusion.

De preferencia, la corina se expresa en una linea celular transformada con una secuencia codificadora de corina
(por ejemplo, un ADNc, un gen, un fragmento genémico, etc.). En el dltimo caso, la corina estd presente como un
componente heterélogo de la célula; por heterélogo, se entiende que la corina estd codificada por una secuencia codi-
ficadora que se ha introducido en la célula por la mano de una persona, por ejemplo, por transfeccién, transformacion,
etc. De preferencia, la corina se expresa en niveles altos en la célula (bacteriana, levadura, insecto, mamifero, etc.)
Una corina humana es una secuencia codificadora de preferencia. Véase, por ejemplo, SEC ID N°: 1y 2.

En un aspecto de preferencia de la invencion, la corina se proporciona como un lisado celular, por ejemplo, se lisan
células transformadas con corina humana y el lisado resultante se usa directamente en el ensayo, es decir, un lisado
bruto. El lisado bruto que comprende la corina recombinante humana puede opcionalmente refinarse o enriquecerse
para corina humana. Por ejemplo, pueden aislarse fracciones de membrana de manera convencional.

La corina puede también modularse en etapas mds tempranas en su ruta de expresion, por ejemplo, al modular
su transcripcion, estabilidad del ARNm, traduccién, modificaciones post traduccionales, procesamiento (tal como
escision en el sitio interno de escision), etc. La expresién puede regularse usando diferentes agentes, por ejemplo, un
dcido nucleico complementario, una ribozima, un aptdmero, un compuesto sintético, 0 un compuesto que se presenta
en la naturaleza.

Los compuestos identificados de esta u otras maneras pueden ser ttiles para modular la actividad de la corina en
una célula, un tejido, un organismo completo, in situ, in vitro (tubo de ensayos, un soporte solido, etc.), in vivo, o en
cualquier ambiente deseado. En general, un compuesto que tiene tal actividad in vitro serd util in vivo para modular
una ruta bioldgica asociada con corina, por ejemplo, para tratar una afeccion patoldgica asociada con las actividades
bioldgicas y celulares mencionadas anteriormente, incluidas enfermedades dseas y cardiacas y trastornos del desarrollo
de los mismos, maduracién de factor de crecimiento y proteinas por medio de actividad serina proteasa, etc.

Para tratar una enfermedad, el compuesto, o mezcla, puede formularse en una composiciéon farmacéutica que
comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y otros excipientes evidentes para los expertos en la técnica.
Véase, por ejemplo, Remington’s Phannaceutical Sciences, Eighteenth Edition, Mack Publishing Company, 1990. Tal
composicion puede contener adicionalmente cantidades eficaces de otros compuestos.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para modular, de preferencia inhibir, la expresion de un
gen que codifica una corina de mamifero, que comprende: poner una célula que expresa una corina de mamifero de la
presente invencion, tal como una corina humana, en contacto con una cantidad de agente, tal como un oligonucleétido
antisentido o un ARN antisentido de un gen de corina humana, que sea eficaz para inhibir especificamente la secuencia
de dicho gen. La inhibicién de la expresion de un gen de corina puede inhibir la maduracién del FNA, y tener el
consiguiente impacto en las rutas en las que estd involucrado el FNA, incluidas las mencionadas anteriormente.

La inhibicion especifica de secuencia de un gen puede llevarse a cabo de manera convencional usando un 4cido
nucleico antisentido, tal como oligonucleétidos o ARN antisentido. Por ejemplo, pueden disefiarse oligonucleétidos
antisentido, tales como fosfodiéster o fosforotioato desoxioligonucleétidos para regiones especificas de un ARN de
corina, tales como el sitio de iniciacién de la traduccion, y pueden administrarse a las células que expresan tales genes
en cantidades eficaces para inhibir su expresion. En general, un 4cido nucleico antisentido es complementario con la
hebra codificadora con sentido de un gen dado, y como resultado también son complementarios y hacen posible de
esta manera hibridar especificamente con transcritos de ARNm del gen.

Para mejorar la estabilidad, puede modificarse el dcido nucleico modificado, por ejemplo, para hacerlo mas re-
sistente a las enzimas celulares, a la oxidacion, reduccién, nucleasas, etc. o para mejorar su captacién en las células.
Puede usarse cualquier modificacién adecuada, incluidas, por ejemplo, fosforotioatos, metilfosfonatos, fosfodiéster
oligonucleétidos unidos a un agente que intercala acridina y/o una cola hidré6foba, derivados de psoraleno, modifica-
ciones de 2’-ribosa, derivados de azicares pentosa, derivados de bases nitrogenadas, etc. Véase, por ejemplo la Patente
de EEUU N° 5.576.208 y la Patente de EEUU N° 5.744.362. Véase, a continuacion, para otros derivados, modifica-
ciones, etc. que pueden ser ttiles en la invencién. En general, un 4cido nucleico antisentido de la presente invencién
puede comprender mondmeros de nucledtidos que se presentan en la naturaleza, nucledtidos que no se presentan en la
naturaleza, y combinaciones de los mismos para mejorar la captacién celular y/o la estabilidad.
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El 4cido nucleico antisentido puede administrarse como acido nucleico desnudo, complejado o encapsulado con y
por otros agentes que facilitan su captacion en la célula, inyectado en las células, o cualquier medio de administracién
adecuado en asociacién con vectores, tales como vectores virales y adenovectores. La terapia génica antisentido puede
llevarse a cabo por medio de cualquier procedimiento adecuado. Véase, por ejemplo, Phillips, Am. J. Cardiol, 82: 605-
625,1998; Haller y col., Kidney Int., 53: 1550-1558, 1998.

La presente invencion se refiere también a anticuerpos que reconocen especificamente la corina de longitud com-
pleta. Un anticuerpo especifico para corina significa que el anticuerpo reconoce una secuencia definida de aminoacidos
dentro de o que incluyen una corina, por ejemplo, la secuencia humana de SEC ID N°: 2. Por consiguiente, un anti-
cuerpo especifico se unird generalmente con mayor afinidad a una secuencia de aminodcidos, es decir, un epitopo, que
se encuentra en SEC ID N°: 2 que a uno o varios diferentes epitopos, por ejemplo, como se detectan y/o miden por un
ensayo de inmunotransferencia u otro inmunoensayo convencional. Por consiguiente, un anticuerpo que es especifico
para un epitopo de corina humana es ttil para detectar la presencia de un epitopo en una muestra, por ejemplo, una
muestra de tejido que contiene el producto del gen de corina humana, distinguiéndolo de otras muestras en las que
el epitopo estd ausente. Tales anticuerpos son ttiles como se describe en Santa Cruz Biotechnology, Inc. Research
Product Catalog, y por consiguiente puede formularse, por ejemplo, 100 pg/ml.

Los anticuerpos, por ejemplo, policlonales, monoclonales, recombinantes, quiméricos, humanizados, pueden pre-
pararse segtn cualquier procedimiento deseado. Véase también, bibliotecas de seleccion de inmunoglobulinas recom-
binantes (Orlandi y col., Proc. Natl. Acad. Sci., 86: 3833-3837, 1989; Huse y col., Science, 256: 1275-1281, 1989);
estimulacion in vitro de poblaciones de linfocitos; Winter and Milstein, Nature, 349: 293-299, 1991. Por ejemplo, para
la produccién de anticuerpos monoclonales, puede administrarse un polipéptido segun la Fig. 2 6 Fig. 3 a ratones,
cabras o conejos por via subcutdnea y/o intraperitoneal, con o sin adyuvante, en una cantidad eficaz para provocar
una respuesta inmune. Los anticuerpos pueden también ser de cadena tnica o fragmentos Fab. Los anticuerpos pue-
den ser IgG, subtipos, IgG2a, IgG1, etc. Los anticuerpos y las respuestas inmunes pueden también generarse por la
administracién de ADN desnudo. Véase, por ejemplo las Patentes de EEUU N° 5.703.055; 5.589.466; 5.580.859.

La corina, o fragmentos de la misma, para uso en la induccién de anticuerpos no necesitan tener actividad bioldgica;
sin embargo, deben tener actividad inmunogénica. Los péptidos para uso en la induccién de anticuerpos especificos
para corina pueden tener una secuencia de aminodcidos constituida por al menos cinco aminodacidos, de preferencia al
menos 10 aminodcidos. Las extensiones cortas de aminodcidos de corina, por ejemplo, de cinco aminoécidos, pueden
fusionarse con las de otra proteina tal como la hemocianina de lapa, u otro vehiculo ttil, y la molécula quimérica usada
para la produccién de anticuerpos.

Pueden usarse varios enfoques diferentes, como se menciond, para preparar anticuerpos especificos para corina.
Por ejemplo, en un enfoque, se obtiene corina desnaturalizada a partir de corina purificada (por ejemplo, purificada
por separacién por HPLC en fase inversa) en cantidades de hasta 75 mg. La proteina desnaturalizada puede usarse
para inmunizar ratones o conejos usando protocolos convencionales; aproximadamente 100 microgramos resultan
adecuados para la inmunizacién de un ratén, mientras que debe usarse hasta 1 mg para inmunizar a un conejo. Para
identificar hibridomas de ratén, la proteina desnaturalizada puede radioyodinarse y usarse para seleccionar potenciales
hibridomas murinos de células B para aquellos que producen anticuerpos. Este procedimiento necesita s6lo pequeias
cantidades de proteina, tal que 20 mg podrian ser suficientes para marcar y seleccionar varios miles de clones.

En otro enfoque, se analiza una secuencia de aminoécidos de corina, deducida del ADNc, para determinar re-
giones de alta inmunogenicidad. Los polipéptidos que comprenden estas regiones se sintetizan y usan en protocolos
de inmunizacién adecuados para elevar los niveles de anticuerpos. Los andlisis para seleccionar epitopos adecuados
estan descritos por Ausubel FM y col. (1989, Current Protocols in Molecular Biology, Vol 2. John Wiley & Sons).
Las secuencias de aminodcidos éptimas para la inmunizacion estdn usualmente en los extremos C-terminal, N-termi-
nal y aquellos que intervienen, regiones hidréfilas de los polipéptidos que tienen probabilidad de estar expuestos al
ambiente externo cuando la proteina estd en su conformacion natural. Tipicamente, los péptidos seleccionados, con
una longitud de aproximadamente 15 residuos, se sintetizan usando un Sintetizador de Péptidos Applied Biosystems
Modelo 431A usando quimica fmoc y acoplado a hemocianina de lapa (KLF, Sigma) por reaccién con éster de M-
maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS; cf. Ausubel FM y col., supra). Si es necesario, puede introducirse
una cisteina en el extremo N-terminal del péptido para permitir el acoplamiento a la KLH. Los conejos se inmunizan
con un complejo péptido-KLH en adyuvante completo de Freund. Los antisueros resultantes se prueban para analizar
la actividad antipéptido por medio de unién del péptido a plastico, bloqueo con SAB al 1%, y reaccién con el anti-
suero, lavado y reaccion con IgG de cabra anti-conejo especifica, marcada (radioactiva o fluorescente), purificada por
afinidad.

También pueden generarse anticuerpos contra cualquier region deseada, o subregién de la misma, por ejemplo,
aproximadamente, o que comprenda, los aminodcidos 46-66; 134-259; 450-573; 268-415; 579-690; 713-801; 802-
1402.

También pueden prepararse y seleccionarse hibridomas usando técnicas convencionales. Los hibridomas de interés
se detectan por seleccioén con corina marcada para identificar aquellas fusiones que producen el anticuerpo monoclo-
nal con la especificidad deseada. En un protocolo tipico, se recubren pocillos de placas (FAST, Becton Dickinson,
Palo Alto, California) con anticuerpos especificos de conejo anti-ratén (o Ig anti-especie adecuada), purificados por
afinidad, en una concentracién de 10 mg/ml. Los pocillos recubiertos se bloquean con SAB al 1%, se lavan y exponen
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a sobrenadantes de hibridomas. Tras la incubacién se exponen los pocillos a corina marcada, 1 mg/ml. Los clones que
producen anticuerpos unirdn una cantidad de corina marcada que es detectable por encima del fondo. Tales clones se
expanden y se someten a 2 ciclos de clonacién en dilucién limitada (1 célula/3 pocillos). Los hibridomas clonados
se inyectan en ratones pristinos para producir ascitis, y los anticuerpos monoclonales se purifican del liquido ascitico
del ratén por cromatografia de afinidad sobre Proteina A. Por medio de procedimientos convencionales se obtendrdn
tipicamente anticuerpos monoclonales con afinidades de al menos 10® M, de preferencia 10° 6 10'°, o mayor, como se
describe en Harlow and Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory, o en Goding
(1986) Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 2° Ed. Academic Press N. Y.

Los anticuerpos particulares para corina son ttiles para el diagndstico de afecciones prepatoldgicas y enfermedades
crénicas o agudas que se caracterizan por diferencias en la cantidad o distribucion de corina. Las pruebas de diagnds-
tico para corina incluyen procedimientos que utilizan el anticuerpo y un marcador para detectar corina en liquidos
corporales, tejidos o extractos de tales tejidos (tales como tejidos del corazén y cartilagos) humanos (o de ratén, etc.,
si se utilizan ratones, etc.).

Los polipéptidos y anticuerpos de la presente invencién pueden usarse con o sin modificaciones. Frecuentemente,
los polipéptidos y anticuerpos se marcardn uniéndolos, ya sea de manera covalente o no covalente, con una sustancia
que proporcione una sefial detectable. Se conoce una gran diversidad de técnicas de marcacién y conjugacion y se
han informado extensamente tanto en la bibliografia cientifica como en patentes. Los marcadores adecuados incluyen
radiondclidos, enzimas, sustratos, cofactores, inhibidores, agentes fluorescentes, agentes quimioluminiscentes, parti-
culas magnéticas y similares. Las patentes que ensefian el uso de tales marcadores incluyen las Patentes de EEUU N°
3.817.837; 3.850.752; 3.939.350; 3.996.345; 4,277,437; 4,275,149 y 4.366.241. También pueden producirse inmuno-
globulinas recombinantes como se muestra en la Patente de EEUU N° 4.816.567, que se incorpora en este documento
por referencia.

En la técnica se conocen una diversidad de protocolos para medir corina soluble o unida a membrana, usando
anticuerpos policlonales o monoclonales especificos para corina. Los ejemplos incluyen ensayos de inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayos (RIA) y separacién de células activadas por fluorescencia (FACS).
Resulta de preferencia un inmunoensayo basado en anticuerpos monoclonales para dos sitios que utilice anticuer-
pos monoclonales reactivos para dos epitopos que no interfieran en EC, pero puede emplearse un ensayo de unién
competitiva. Estos ensayos se describen, entre otros, en Maddox, Del. y col. (1983) J. Exp. Med. 158: 1211.

Pueden usarse anticuerpos u otros ligandos que se unen a corina en diversos ensayos, incluidos como herramientas
terapéuticas, de diagndstico y de investigacion comercial, por ejemplo, para cuantificar los niveles de polipéptido de
corina en animales, tejidos, células, etc., para identificar la localizacién celular y/o distribucidon de la misma, para
purificarla, o un polipéptido que comprenda parte de la misma, para modular su funcién, en transferencias Western,
ELISA, inmunoprecipitacién, RIA, etc. La presente invencion se refiere a tales ensayos, composiciones y kits para
llevarlos a cabo, etc. Usando estos y otros procedimientos, puede usarse un anticuerpo segun la presente invencién
para detectar un polipéptido de corina o fragmentos del mismo en diversas muestras, incluidos tejidos, células, liquidos
corporales, sangre, orina, liquido cefalorraquideo. Un procedimiento de la presente invencién comprende: a) poner en
contacto un ligando que se une a un péptido de SEC ID N°: 2 bajo condiciones eficaces, seglin se conoce en la
técnica, para conseguir la unién, y b) detectar la unién especifica entre el ligando y el péptido. Por unién especifica, se
entiende que el ligando se une a una secuencia definida de aminodacidos, por ejemplo, dentro o que incluye la secuencia
de aminoécidos de SEC ID N°: 2 o derivados de la misma.

La corina nativa o recombinante puede purificarse por cromatografia de inmunoafinidad usando anticuerpos especi-
ficos para corina. En general, se construye una columna de inmunoafinidad por acoplamiento covalente del anticuerpo
anticorina con una resina cromatografica activada.

Las inmunoglobulinas policlonales se preparan a partir de suero inmune por medio de precipitacién con sulfato de
amonio o por purificacién sobre Proteina A inmovilizada (Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N. J.). De la
misma manera, los anticuerpos monoclonales se preparan a partir de liquido de ascitis de ratén por medio de preci-
pitacién con sulfato de amonio o cromatografia sobre Proteina A inmovilizada. La Ig parcialmente purificada se une
covalentemente a una resina de cromatografia tal como Sepharose activada con CnBr (Pharmacia LKB Biotechno-
logy, Piscataway, N. J.). El anticuerpo se acopla a la resina, la resina se bloquea, y se lava la resina derivada segtin las
instrucciones del fabricante.

En la purificacién de corina se utiliza una columna de inmunoafinidad preparando una fraccién a partir de células
que contienen corina. Esta preparacion puede derivar de la solubilizacién de la célula completa o de una fraccién
subcelular obtenida por medio de centrifugacion diferencial por medio de la adicidn de detergente o por medio de
otros procedimientos bien conocidos en la técnica. Como alternativa, la corina soluble que contiene la secuencia sefial
puede secretarse en una cantidad Util en el medio en el que se cultivan las células.

Una preparacién que contiene corina se hace pasar por la columna de inmunoafinidad, y se lava la columna bajo
condiciones, por ejemplo, tampones con fuerza idnica elevada en presencia de detergente, que permiten la absorbancia
de preferencia de corina. Posteriormente, se eluye la columna bajo condiciones que rompan la unién anticuerpo/corina
(por ejemplo, un tampén de pH 2-3 o una alta concentracién de un agente caotropo tal como urea o i6n tiocianato), y
se recoge la corina.
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Ademads, los ligandos que se unen a un polipéptido de corina segtin la presente invencién, o un derivado del mismo,
pueden también prepararse, por ejemplo, usando bibliotecas de péptidos sintéticos o aptdmetos (por ejemplo, Pitrung
y col., Patente de EEUU N° 5.143.854; Geysen y col., 1987, J. Immunol. Methods, 102: 259-274; Scott y col., 1990,
Science, 249:386; Blackwell y col., 1990. Science, 250:1104; Tuerk y col., 1990, Science, 249:505.)

Los anticuerpos o derivados de los mismos pueden también usarse para inhibir la expresion de corina o de un
fragmento de la misma. Los niveles del péptido de corina pueden determinarse solos o en combinacién con otros
productos genéticos. En particular, puede compararse la cantidad (por ejemplo, su nivel de expresién) de polipéptido
de corina (por ejemplo, como una proporcion) con respecto a las cantidades de otros polipéptidos en la misma muestra
o en muestras diferentes, por ejemplo, actina. En general, los reagentes que son especificos para corina pueden usarse
en estudios de diagnéstico y/o forenses segtn cualquier procedimiento deseado, por ejemplo, como las Patentes de
EEUU N°5.397.712; 5.434.050; 5.429.947.

La presente invencién también se refiere a un polipéptido de corina, preparado segiin un procedimiento deseado,
por ejemplo, como se describe en la Patente de EEUU N° 5.434.050. Puede usarse un polipéptido marcado, por
ejemplo, en ensayos de unidn, para identificar sustancias que unen o se unen a la corina, para hacer un seguimiento
del movimiento de la corina en una célula, en un sistema in vitro, in vivo, o in situ.

Puede aislarse un dcido nucleico, un anticuerpo, ligando de corina, etc., segin la presente invencién. El término
“aislado” significa que el material estd en una forma en la que no se encuentra en su ambiente original, por ejemplo,
mas concentrado, mds purificado, separado de componentes, etc. Un acido nucleico aislado incluye, por ejemplo, un
acido nucleico que tiene la secuencia de corina separada del ADN cromosémico que se encuentra en un animal vivo.
Este dcido nucleico puede ser parte de un vector o puede estar insertado en un cromosoma (por marcacion especifica
de genes o por integracion aleatoria en una posicion diferente de su posicién normal) y atin puede aislarse en una forma
diferente a la que se encuentra en su ambiente natural. Un 4cido nucleico o polipéptido de la presente invencidn puede
también purificarse sustancialmente. Por sustancialmente purificado, se entiende que el dcido nucleico o polipéptido
estd separado y esencialmente libre de otros acidos nucleicos y polipéptidos, es decir, el dcido nucleico o polipéptido
es el constituyente principal y activo.

La presente invencién también describe un animal transgénico no humano, por ejemplo un mamifero no humano,
tal como un ratén, que comprende una corina o uno knock-out (desprovisto) de corina. Pueden prepararse animales
transgénicos segun los procedimientos conocidos, incluidos, por ejemplo, por inyeccién pronuclear de genes recom-
binantes en pronticleos de embriones de 1 célula, incorporando un cromosoma artificial de levadura en células madre
embrionarias, por procedimientos de marcacion genética, por procedimientos embrionarios con células madre. Véase,
por ejemplo, las Patentes de EEUU N° 4.736.866; 4.873.191; 4.873.316; 5.082.779; 5,304.489; 5.174.986; 5.175.384;
5.175.385; 5.221.778; Gordon y col., Proc. Natl. Acad. Sci., 77: 7380-7384 (1980); Palmiter y col., Cell, 41: 343-345
(1985); Palmiter y col., Ann. Rev. Genet., 20: 465-499 (1986); Askew y col., Mol. Cell. Bio., 13: 4115-4124, 1993;
Games y col. Nature, 373: 523-527, 1995; Valancius y Smithies, Mol. Cell. Bio., 11: 1402-1408, 1991; Stacey y col.,
Mol. Cell. Bio., 14: 1009-1016, 1994; Hasty y col., Nature, 350: 243-246, 1995; Rubinstein y col., Nucl. Acid Res.,
21: 2613-2617, 1993. Puede introducirse un acido nucleico segin la presente invencién en un mamifero no humano,
incluido un ratén (Hogan y col., 1986, en Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York), cerdo (Hammer y col. Nature, 315 : 343-345,1985), oveja (Hammer y
col., Nature, 315: 343-345, 1985), vaca, rata, o primate. Véase también, por ejemplo, Church. 1987, Trends in Biotech.
5: 13-19; Clark y col., 1987, Trends in Biotech. 5: 20-24; y DePamphilis y col., 1988, BioTechniques. 6: 662-680.
Ademés, por ejemplo, la produccién de ratas y ratones transgénicos a medida estd disponible comercialmente. Estos
animales transgénicos son modelos de animales ttiles para probar la funcién de corina, como alimento para una ser-
piente, como marcadores genéticos para detectar el origen de cepas, etc. Tales animales transgénicos pueden ademads
comprender otros transgenes o carecer de los mismos (por ejemplo, en otras serina proteasas, péptidos natriuréticos,
etc.).

Los animales transgénicos que comprenden multiples copias del gen de corina, el gen de corina dirigido por
potentes promotores, o knock-out de corina, pueden ser ttiles como modelos animales para hipertension, enfermedad
renal y enfermedad cardiaca. Véase, por ejemplo, Steinhelper y col., Hypertension, 16: 301-307, 1990: John y col.,
Am. J. Physiol., 271: R109-R114, 1996.

La presente invencion describe por consiguiente un animal transgénico, tal como un roedor, un ratén, o una rata,
que comprende células que contienen un gen recombinante de corina integrado en un cromosoma de dicha célula en
el locus del gen de corina nativo, dicho gen de corina recombinante comprende una secuencia de nucleétidos codifi-
cadora que codifica un polipéptido de corina recombinante que comprende al menos un aminodacido cuya identidad
y/o posicién no se presenta naturalmente en dicho gen de corina nativo. Tal gen recombinante puede producirse por
recombinacién homéloga, por ejemplo, entre un gen de corina humana y el de corina de un animal huésped en su locus
nativo.

La presente invencion también describe un animal transgénico, tal como un ratén o una rata, que comprende
células que contienen al menos un gen de corina recombinante interrumpido funcionalmente en un locus del gen
cromosomico de corina, en el que dicha interrupcion evita la expresién funcional del polipéptido de corina codificado
por el gen de corina. La inactivacion o interrupciéon funcional se refiere, por ejemplo, a una reduccién completa o
parcial de la expresion de al menos una porcién de un polipéptido codificado por un gen endégeno de serina proteasa
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de una tnica célula, células seleccionadas, o todas las células de un mamifero. Tal reduccién puede dar lugar a la
reduccién concomitante de la actividad de la enzima convertidora de pro FNA, y causar una disminucién en el FNA
fisiolégicamente activo. El término “knock-out” es un sinénimo para inactivacién funcional del gen.

Se describe una estrategia de marcacién de genes que facilita la introduccién de una secuencia de nucleétidos
deseada en un gen de corina. La estrategia de marcacion de genes utiliza de preferencia recombinacién reciproca
doble y un marcador positivo seleccionable para ayudar en la insercion de la secuencia de nucleétidos en el dcido
nucleico diana. El 4cido nucleico diana es de preferencia un gen, de més preferencia un gen en su locus cromosémico
particular. La secuencia de nucledtidos deseada se inserta en el gen de tal manera que se interrumpa funcionalmente
el gen, es decir, su expresion se reduce parcial o completamente.

La modificacién del gen de corina en su locus cromosémico puede realizarse segiin cualquier procedimiento ade-
cuado, tal como la recombinacién homoéloga. La dltima puede usarse para interrumpir el gen de corina, introducir
una mutacién genética en el gen de corina, insertar o delecionar ADN, etc. La seleccion y uso de secuencias eficaces
para recombinacién homoéloga se describe, por ejemplo, en Deng and Capecchi, Mol. Cell. Bio., 12: 3365-3371, 1992;
Bollag y col., Annu. Rev. Genet., 23: 199-225, 1989; Waldman and Liskay, Mol. Cell. Bio., 8: 5350-5357, 1988;
Rubinstein y col., Nucl. Acid Res., 21: 2613-2617, 1993; Documentos W094/23049; W095/14377.

El gen de corina puede interrumpirse funcionalmente por completo, por ejemplo, delecionando regiones 5’ del gen.
Como alternativa, pueden modificarse regiones especificas de corina. Por ejemplo, el dominio catalitico aproximada-
mente en las posiciones de los aminodcidos 802-1042 en el gen de corina humana, o las posiciones correspondientes en
el gen del ratén, pueden alterarse genéticamente por recombinacion para producir una corina con actividad modificada,
incluida actividad nula, actividad aumentada, actividad reducida.

En general, los 4cidos nucleicos, polipéptidos, anticuerpos, etc. de la presente invencién pueden prepararse y usarse
como se describe en las Patentes de EEUU N° 5.501.969, 5.506.133, 5.441.870; en los Documentos WO 90/00607 y
WO 91/15582.

Para otros aspectos de los dcidos nucleicos, polipéptidos, anticuerpos, etc., se hace referencia a libros de texto
convencionales de biologia molecular, ciencias de las proteinas e inmunologia. Véase, por ejemplo, Davis y col.
(1986), Basic Methods in Molecular Biology, Elsevir Sciences Publishing, Inc., Nueva York; Hames y col. (1985),
Nucleic Acid Hybridization, IL Press, Molecular Cloning, Sambrook y col.; Current Protocols in Molecular Biology,
Editado por F. M. Ausubel y col., John Wiley & Sons, Inc.; Current Protocols in Human Genetics, Editado por Nicholas
C. Dracopoli y col., John Wiley & Sons, Inc.; Current Protocols in Protein Science; Editado por John E. Coligan y
col., John Wiley & Sons, Inc.; Current Protocols in Immunology; Editado por John E. Coligan y col., John Wiley &
Sons, Inc.

Ejemplos
Aislamiento de clones de ADNc de corina humana

Se identific6 una secuencia parcial EST basandose en andlisis de la base de datos Incyte EST para ADNc de serina
proteasas nuevas. El clon (307474) fue solicitado por Incyte. Se usé un fragmento EcoR1-Xhol de 2,1 kb del clon para
seleccionar una biblioteca de ADNc de coraz6n humano (Clontech). Se obtuvo phagemid 14b2, que contiene un inserto
de 3,8 kb de un clon de fagos positivo por escision in vivo. Se usaron los oligocebadores derivados de phagemid 14b2
para clonar més el extremo 5’ de la secuencia de ADNc por 5° RACE, usando ADNc de corazén humano preparado
segun Marathon (Clontech) como molde. Los productos de PCR se clonaron en el vector pCRII (Invitrogen) y se
secuencid. Se obtuvo la secuencia de ADNc de corina humana de longitud total (es decir, con un codén de iniciacién

y un coddn de terminacién) compilando las secuencias obtenidas a partir del 5° RACE y phagemid usando el paquete
de andlisis de secuencias de ADN GCG.

Oligocebadores usados en 5’ RACE

PrwY109: 5’-CAGTTGGTTTGAACAAGTGCAGGG-3’
PrwY110: 5°>-TGCAAGGAGGGATACGCTCGCCTG-3’
PRWY111: 5’-AATCCCAAGAACAGACTCACAGCG-3’
PRWY118: 5’-CGGGTCACAGAGAGAGCTACCACC-3’
PRWY119: 5°-GGTCTCCTTCTTGACATGAATCTG-3’

5’-AACAAAACGATCCTTGGAGGTCGGACGAGT-3’
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Andlisis Northern

Se marcé el fragmento EcoRI-Xhol de 2,1 kb del clon Incyte 307474 con **P dCTP usando un kit de marcacién
de cebadores aleatorio (Boehringer). Se hibridaron filtros Human Multiple Tissue Northern Blot I, Human Multiple
Tissue Northern Blot II, Human Muscle Northern Blot (Clontech) con una sonda de ADNc de corina humana marcada.
La hibridacién Northern se llevé a cabo durante la noche a 42 EC con formamida al 40%, 5X solucién de Denhardt,
6X SSC, ADN de esperma de salmén 100 ug/ml, SDS al 0,1%. Se lavaron los filtros con 0,2X SSC, SDS al 0,1% a 60
EC y se expusieron a placas para imagenes Fuji.

Clonacion de ADNc de corina de raton

Se aislaron clones de ADNc de corina de ratén por medio de una estrategia basada en PCR. Se obtuvo una biblioteca
de ADNCc de corazén de ratén de Clontech y se usé como molde para amplificacién por PCR (30 ciclos de 1,5 minutos
de alineamiento a 55 EC, 1,5 minutos de extensiéon a 72 EC, y 1 minuto de desnaturalizacion a 94 EC). Las secuencias
de los cebadores de PCR estan basadas en las secuencias de ADNc de corina humana. Los cebadores usados para la
amplificacién del ADNc de ratén incluyen:

Cor09: 5’-TCTTCTGTGTACTAAACAAGACTG-3’
Corl2: 5’-AGGCCCCAGGACTTTGGAAAAGCA-3’
Cor02: 5’-ACAGTGGCCTGAAGACACAGATTG-3’

Prwy128: 5’-ACAGAGCATCGCTGCGGGGACGGG-3’

Se clonaron fragmentos de ADN de las reacciones de PCR in el vector pCRIIL. Se usaron vectores de pldsmidos
derivados de reacciones independientes de PCR para otra secuenciacién. Los ADNc de corina humana y de ratén
comparten mas del 85% de similitud de secuencia.

Hibridacion in situ

Se aislaron muestras de ARNm de RT-PCR de células Hec-1-A, U2-OS, SK-LMS-1, y AN3-CA usando un kit co-
mercial de preparacién de ARN (Oligotex Direct mRNA Mini Kits, QIAGEN). En primer lugar se sintetizaron hebras
de ADNCc usando transcriptasa inversa SuperScript II RNase (Life Technologies). Se usaron cebadores de oligonucle6-
tidos especificos de corina humana (cebador con sentido: 5’-AACAAAAGGATCCTTGGAGGTCGGACGAGT-3’ y
cebador antisentido: 5’-CGGAGCCCCATGA AGTTAATCCA-3’) para amplificar un fragmento de ADNc de corina
de 630 pb entre los nucleétidos 1475 y 3105. Se usaron los cebadores de oligonucledtidos TFR1 (5’-GTCAATGTCC
CAAACGTCACCAGA-3’) y TFR2 (5’-ATTTCGGGAATGCTGAGAAAACAGACAGA-3’), derivados del gen de
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa humana (GAPDH) como control interno de cuantificacién. Las reacciones de
PCR se llevaron a cabo con un termociclador (Perkin-Elmer, modelo 480). Los productos de PCR se separaron en
genes de agarosa al 1% y se visualizaron por tincién con bromuro de etidio.

Hibridacién in situ - Se desparafinizaron secciones de tejidos embrionarios y de corazén de ratén adulto en xileno,
se rehidrataron y fijaron en paraformaldehido al 4%. Se digirieron los tejidos con proteinasa K (20 mg/ml), a continua-
cién se trataron con trietanolamina/anhidrido acético y se deshidrataron. Se cloné un fragmento de ADNc de corina
de ratén de 800 pb de la region codificadora en pCRII (Invitrogen) en dos orientaciones para dar plasmidos pM11
y pM41. Se linearizaron los plasmidos por digestién con HindlIII. Se sintetizaron sondas con sentido y antisentido
usando polimerasa de ARN T7 (kit de transcripcién T7/SP6, Boheringer Mannheim) y se marcaron con [*PJUTP
(Amersham). La hibridacion se realizé segin se describe (Jen y col., Dev. Dyn., 208: 92-106, 1997). Se deshidrataron
los portaobjetos y se sumergieron en emulsion NTB-2 Kodak y se expusieron durante 4 semana en cajas herméticas
con luz a 4°C. El revelado fotogréfico se llevd a cabo en un revelador D-19 Kodak. Se tifieron los portaobjetos con
hematoxilina y eosina y se analizaron con microscopia éptica y en campo oscuro con un microscopio Zeiss.

Andlisis de hibridacién con fluorescencia in situ (FISH) - Se aislaron clones de fago P1 que contenian el gen de
corina humana por hibridacién con filtros usando ADNc de corina humana como sonda. Se confirmé un clon por
secuenciacién del ADN usando un cebador de ADNc de corina humana. Se marcé el fragmento de ADN de este fago
P1 con digoxigenin-dUTP. La sonda marcada se combiné con ADN humano cortado y se hibridé con cromosomas en
metafase derivados de linfocitos de sangre periférica estimulados con PHA en una solucién con formamida al 50%,
sulfato de dextrdn al 10% y 2x SSC. Se detectaron sefiales de hibridacién por medio de anticuerpos antidigoxigenina
marcados fluorescentes y contratincién con DAPI (4,6-diaminoidino-2-fenilindol). Se analizaron un total de 80 células
en metafase de las cuales 74 exhibieron marcacién especifica.
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Modelo de similitud del dominio proteasa de corina - Se construyé un modelo de dominio proteasa de corina

(aminoécidos 802-1042) basdndose en la estructura del quimotripsinégeno A bovino a una resolucién de 1,8 A (Wang
y col., J. Mol. Biol., 185: 595-624, 1985; Ponder and Richards, J. Mol. Biol., 1987), usando el programa Homology
(Insight IT, 1995, MSI, San Diego, CA). Se usaron rotdmeros para reemplazos de cadenas laterales no idénticas (Ponder
y Richards, J. Mol. Biol., 1987). Se extrajeron coordinados para las inserciones de bucles del banco de datos de
proteinas Brookhaven (Bernstein y col., Mol, Biol., 112: 535-542, 1977). Se mejor6 el modelo por minimizacién
de energfa usando el campo de fuerzas de AMBER (Discover 95.0), con una constante dieléctrica dependiente de
la distancia. La minimizacién usé los procedimientos de direccién del maximo gradiente de gradiente conjugado:
primero para los bucles sélo donde se presentaban inserciones y deleciones, posteriormente cadenas laterales, y una
ronda final de minimizacién manteniendo los dtomos de Ca fijados. También se mantuvieron fijados los residuos de
corina (His843, Asp892 y Ser985) correspondientes a la triada catalitica de la estructura molde.

Actividad biologica de corina

Se produjeron varias lineas celulares diferentes por medio de procedimientos convencionales para ensayar la ac-
tividad bioldgica de la corina. Se cotransfectaron 293 células con pro-FNA y pldsmidos que expresaban corina. Se
crearon otras dos lineas celulares cotransfectando 293 células con un plasmido que expresaba pro-FNA y un pldsmido
que expresaba hepsina o protrombina. Sélo las células que expresaron corina convirtieron pro-FNA en FNA segtin se
demostro por transferencia Western usando anticuerpos para FNA.

Se realiz otro experimento en el que el medio acondicionado que contenia pro-FNA se puso en contacto con
células que expresaban polipéptido de corina recombinante. Una vez mads, el pro-FNA se convirtié en FNA. Las
células de control que expresaban hepsina o protrombina no tuvieron efecto sobre el pro-FNA.

Los fragmentos de 4cidos nucleicos, citados anteriormente y en las figuras, pueden encontrarse en las bases de
datos Unigene, PubEST y GeneBank de la siguiente manera: Hs.62794 (AA126468 [1686098], AA126648 [1686206],
AA625395 [2537780], AA046682 [1524579], AA249850 [1881137], y AA046793 [1524691]), y Hs.71798
(AA147031[1716421]); Hs.121626 (AA771958), Hs.1657 (M69297), y Hs.47712 (AA203291), g1231787; g1312726;
g1337948; y g942724.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de corina humana de longitud completa aislado que comprende desde el aminoécido 1 hasta el
aminodcido 1042 segtn se establece en SEC ID N°: 2.

2. El polipéptido de corina humana de longitud completa aislado segtin la reivindicacién 1, codificado por la
secuencia de ADN establecida en SEC ID N°: 1.

3. Un 4cido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de corina
de longitud completa que comprende desde el aminodcido 1 hasta el aminoacido 1042 segiin se establece en SEC ID
N°: 2.

4. El 4cido nucleico aislado segun la reivindicacion 3, que tiene la secuencia de nucleé6tidos establecida en SEC ID
N°: 1.

5. Un vector que comprende un dcido nucleico segun la reivindicacion 3.

6. Un procedimiento para expresar en células huésped transformadas, una corina humana de longitud completa
establecida en SEC ID N°: 2, codificado por un 4cido nucleico establecido en SEC ID N°: 1 que comprende: cultivar
células huésped transformadas que contienen un 4cido nucleico de SEC ID N°: 1 bajo condiciones eficaces para
expresar el polipéptido de SEC ID N°: 2; y aislar la fracciéon de membrana de dichas células huésped que comprenden
dicho polipéptido.

7. Un procedimiento para identificar moduladores de la actividad catalitica serina proteasa de una actividad del
polipéptido de corina humana que comprende:

hacer reaccionar, en presencia de un compuesto de prueba, un polipéptido de corina humana de las reivindicaciones
1 6 2, y un sustrato cromogénico para serina proteasa, bajo condiciones eficaces para que dicho polipéptido escinda
dicho sustrato, que da como resultado la aparicién de un color detectable;

detectar dicha escision; e

identificar si el compuesto de prueba modula dicha actividad serina proteasa comparando la cantidad de escisién
en presencia y en ausencia del compuesto de prueba.

8. El procedimiento de la reivindicacién 7, en el que dicho polipéptido de corina humana tiene la secuencia de
aminodcidos desde el aminodcido 1 hasta el aminoédcido 1042 segtin se establece en SEC ID N°: 2.

9. El procedimiento de la reivindicacién 7, en el que dicho polipéptido de corina humana esta codificado por la
secuencia del 4cido nucleico establecida en SEC ID N°: 1.

10. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que el sustrato es pro-FNA.
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<400> 1

aaatcatccg
agtggacaga
gaagagcgct
atgggcaatg
grcctgatcc
ggaacattac
gaaatccaag
tctactgcac
gaccaaag:c
ctgcectace
aagttccotca
ttrtggctgrea
crtgccceogta
gtgaattact
agcaatgtca
ggaagggatg
aatggctaca
ctgtttcact
gactgtggygg
tgcggggacy
gataagrce

ggacaatgta
gatgaggaga
tacaatccoct
aataactgta
agtacaagtt
gagtcttcrce
tcttgcacca
agggecactge
cagtggcctc
tgecrtgatac
ggacagtatd
gatgaggaaa
tgtttgaage

tagtgcccce
agaataagcg
accgcagagc
gcrtgctctca
catgtatctg
aaaaggtcta
ggtccgatge
atcccgacca
acaggaatac
acgccacgcet
agrttctcac
Tccucgectt
ggrtecrtetg
cctggecgga
gcagaatttg
agaactttct
acgactgtga
gtcacacagg
atttgagtga
ggcgctgcecat
acgaggtcaa
tcececageac
actgcagcgt
gccttgatte
grcaatgtga
atccaaatta
tcttceetge
ttttggtacs
gtgaacactc
aagacacaaqga
ctgatgaata
tIctggetos
azctgtggtog
acacagegat
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ccgggggaca
agactottta
cgggtccecceca
gaagcrggcg
tgctctcget
ttttaaacca
tattcttaca
acacgttcca
aagtgecctge
gacacgrste
atatcoccat
cecctgagege
tgaggctgcea
tttcctcaga
cttcrcacct
gtgtgccagt
cgactggagt
caagtgcctt
tgagcaaaac
cgccatggag
ctgctcctgt
gtttcaatgt
cattcagact
atgtggtgge
accaattaca
ttttggccac
acttgctcaa
aaaatgtgat
taaagaacgc
rtgcagtcaa
tgtggaagaa
cagaagatg:t
raaagagaga
ctgcgatggg

cgtagaggag
tccatgaaac
aagccggtcet
actgctaacc
ctcttgctgg
aatgggagtg
aatacaattt
gcctggacta
atgaacatca
ctctcagttg
cgccteagte
atcattgatg
aaagaaggct
tgctcccagt
cagcaggaaa
ggaatctgca
gacgaggctc
aattacagcc
tgtgatcgca
tgggtgtgtyg
cacagccaqg
gatggtgacg
tcatgtcaag
agctctctcet
ttggaactct
aggactcaaa
accaactgtt
gtgaatacag
tgtgagtctg
tttccagagg
tgctcaccta
gatggccagg
gatctttggg
ttccecagact

agaaaagcga
agtctcctge
tgagagctga
tccteecggtt
tgatcctgct
aacctttggt
ataaccagag
cggatgcttc
cccacagcca
tcagaaacat
gctactcaaca
gcgatgacag
gtgaatcagc
ttagaaacca
acggaaagca
tcceccgggaa
attgcaactg
ttgtgtgtga
atcccacaac
atggtgacca
gtctggtgga
aggactgcaa
aaggagacca
gtgacccgaa
gcatgaattt
aggaagcatcc
ataaataccetc
gcgagcgtat
ctcttgggac
aaagtrrcaga
gtcatttca
ccgact
aatg:c
gccetg

1}

8}

et P
o
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a
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a

ccaagataaa
cctegetceceg
tgacaataac
cctattgctg
ttcctatgte
cactgatgget
cactgtggtg
tcreccaggg
gtgtcagatg
ggaaatggaa
tatcatgctg
icatggactc
cctggggaca
aactgaaagc
attgectergt
actgcaatgt
cagcgagaat
tggatatgat
agagcatcge
cgactgtgtg
atgcagaaat
ggatgggagt
aagatgcctc
caacagtcrg
gccctacaac
catcagctgg
catgttcttt
ccctocttge

gtgggccta
caatcaaacc:
gtgccgcrca
cgatgacagr
c&ataaacasa
catggacgag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

e
4

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
198cC
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agaaactgc:s
cgrgaccrgt
gtgacccoo

gaacaccactyg
atgggtttag
tggctgacazs
graaatggge
tgtgggeges
ccTggaacgar
tgtgtectca
aatgcrgceag
atgcagacac
gacratgaca
ccrtgtectgee
ggctggggcee
atrtrctectgg
tgrgcrgget
gtrtgtgaga
rgecrtTrccs
atcaaaagac
actrictgeca
gagctgtaca
rgrtrgreot
aagttcaacg
aaccatgact
aacaggttat
gattaattat
gtrtaacattg
acacttcgaa
tgeccatgttg
tttacatgtt
gataaaagac
caaagttctc
atatcaagat
ttcaggatat
tattrogtot
atgagagartg
tttrtcagtet
acagtaagac
ctggtttctt
acgcaactca
taaaacacaa
aacaactagyg
agatactacc
gaaattcaaa
aacctaagga
agaacatatg
tgcrcaacett
aaataaaatqg

Q T a0

agaaccatc
tacactccaa
agtecttgtaga
gcsoetgerge
ggccatggea
tTgccaagaa
tztggaaagqt

‘gctttgtgaa

tcageatcger
tgceccaaccee
acatgggcaa
aacattgtca
atgagtctgg
azccrggagg

gcracacta
gaagcact
ggactaat
azagacttta
gcagcacaaa
ggaatggrct
ctctraccage
gagacttgcect
ttttagggta
gtgtgcrtgaa
raaagtatct
agcaataaaa
tagatatcaa
catcaatttta
atgagttggc
tacttatglg
caatttrtza
ToCitgcegre
TTIigcatgga
ctcattggta
attuctgaag
atcttcatat
attcectact
tgcaatttta
aagtrtgtage
gagtgtgaas
tcagttttgt
aggctcagtg

gta

ctoot Qi ¢t

et ot
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agatgacgag
tgaagcogac
gaactccrc:
tggctggcaqg
tgrgaccaaa
ctgggagage
gagcagaagt
ccgaatgaac
gtgtterzsog
grgggtreg
ggtgcttgac
gaccatcatc

tgagctgageo’

ggagcagtgg
taaaatgcca
gtcctactot
cacagrrgat
acggrggaca
JcoTggogn s
cragacoTnT
aagaaaatgqg
Tcatggacag
TuTTcaacttt
caaaagcaaa
attatcgact
cttttatcct
tTretgottcece
tttectottece
cacgagcaca
cccagtaact
actattaccc
gaccagtgetc
tattaacact
tagaagagtc
tgattgagac
gcaaagaact
aaaagaaaat
catgcatctace
gtaaaacat:
attaaaatctt
caattagtgg
atacttaatt
aacctcecacc
tacatgtatt
aatttctraca
tccagcaact
tacagttgta
aaatatatat

ctgaaatgtyg
tgctcagaca
rccoruictga
gagatattga
ttgatacagg
crcaatggga
aaaattocte
aaaaggatcc
cagagtagaac
acagttgcce
atcaacaatc
ctgcatccee
gaagacatca
cragagcctg
tttaagctgce
gacatgaaga
tcatgcecatgg
ttatttcggat
catagraatg
sTcgraaact
cctreergac
gaatgctcaa
actttttcac
caaagcagac
ctggcgagat
atcacaaaaa
caagctcagt
tttrtttata
acgtgcagge
cgtcatttga
ccttetaatg
atccatttag
tgacattatt
tctatagaac
tgcaacaact
ggatattaaa
taattigcat
aacaaagrca
ttgtaattt:
tagaaatgat
taaaaagtat
taattagtca
agcaacctgg
tttgtatcet
ctattcatct
gaattgtgge
gctacacact
attatactta

caaaccatac
sttcagascga
tggttcacag
gtecagetgac
aacaggagaa
ccactttaca

tagaccartce
gcracagrcg
gtgagactgg
acacgtactg
aagagggaga
ccatcaccac
grgacagegg
taacTtIcacg

- e e e e e -

-,_“_\..c-::g_'.
zarTtataagy

tgrgaagagc

‘aagacataga

gcatagtggt
ccccacaatt
tagttacata
trttattaaaa
Tttgcataat
gragcaagac
ggacceecca
Tgtcctcata
acatctatac
ctttgcaaaa
crcgreta
agagcat
caaaaga
tagetct
tttteceecac
ggcatccatt
actgccteag

tctgtgtgt
ccrgreette
cacgattgra
caatgtatca
Trttaaataa

r 0 pog

00
€t ot

grgrgTgrca
atgggactgt
agctgccaca
ctgcaagcag
agageccgegy
tgaacttcta
taaacaagac
gacgagtcgc
zatctguggs
ggggagagag
atcagtgtec

-agcagtggry

cracgrccgg
ctatatcaca
ggtcecgecatt
tcggatgata

[¢]

ctctrattre
tgccaggecot
gtgctacagt
tatttagger
aaatrtcage
cttttttate
tgratacatg
gccaagataa
tctgagaact
atattgaatg
ttcrggatgt
gctgggtttg
ttatgggcaa
gagaatttag
attaaattia
attitagagce
tgrttaatat
aggccactet
taaaaaactt
ttgectttra
catrtccaaat
aaacatagret
agtttgtata
tgaaagtca
acttttagcece
rtcttaacac

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
258C
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
318¢C
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4933

<210>2

<211> 1042

<212> PRT

<213> Corina de Homo sapiens
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<400> 2

Leu

65

Gly

Ile

His

Gly

Ser

145

Ser

Tyr

Thr

Leu

Ser

225

Ser

Phe

Glu

Cys

Asn

308

Tvr

T e
LY's

Ser

Cys

Leu

Asp

130

Gln

Val

Leu

Leu

Leu

210

Gln

Ser

Asn

Asn

250

Cys

Ser

Gln F

& PR

Thr

oTs

Ser

Gln

Arg

Arg

180

Phe

Cys

Arg
Gln
260

Leu

. CYS

fro

Leu
85

Thr

Met

Asn M

165

Leu

Pro

Arg

Asn
245

Gln

Asn

Asn |

w O

[N

(S0 7}

ES 2307 338 T3

Leu Ala

Cys Ile
55

L Gly Thr

70

Val Thr

Giu Cys

w
a
"

[$101']

h
1

™D g

Y31 Asn
230

Gln Thr

Glu Asn G

Asp

Asn

te
N -
om

Tyr

Ile
200

Gly

Gln

108

Ser

His

Glu

Gln

185

Ile

Lys

265

Ile

Asp

Cys

Asp

Thr

Glu

Asp 1

Asn

Leu

Glu

90

Ser

Thr

Ala

Ala

Lys

170

His

Asp

Ala

Trp

Ser

250

Gln

His

Asp
330

Thr

Glu &

"o
n
(8]

val

Ile

Thr

Thr

Thr
155
Pha
Ile

Gly

Ala

Asn

Leu

Ile

Gilu }

Leu

Leu

60

Gln

vVal

Arg
45

Leu

val

Asp Al

Leu

Leu

AsSp
300

Gly

Thr

Lys

Leu

Glu

Phe

Ser

Cys

Gly

285

Glu

Lys

Leu

Lys

Ser !

Ser
110

Pro

Phe

Phe
190

Ser

Gly
270

Lys

Rla

Leu
Phe
175

Gly

Ile
255
Arg
»eu

dis

Lau

Val

Ala

g
t
3]

Leu
16C
Thr

Cys

Gly

Cys
24C
Cys

Gl v

Ast



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gliy

val

val

385

Gly

Ile

Cys

Leu

Asn

465

Thrx

Leu

Ile

Val

Ser

Pro
625

0
LA
o}

Asp

Arg
Asp
370

Glu

Leu

Asn

450

Leu

Gln

vVal

Leu

Glu

Leu

Asp

610

Ser

Asp

Asp

Cys
358

Lys

Gln

val
515

Glu

Glu

Ala

595

Glu

Asn

Ile Ala

Ser Asp G

Arg Asn
Asp Cys
405

Ser Cys
420

o Ser Cys

Cyvs Ser

Tyr Asn

Glu Ala
485

Thr Asn
500

Pro Lys

Gily Leu

Asn Ser
565

Cys Ser
580
Ser Arg

Glu Asn

Lys Gin

'Q

LA

o}
ar
.
[§18]

Leu Giu

ES 2307 338 T3

Gln

Gly

Ser
470

Ser

Cys

Asp

Pro

Rrg

Cys

Cys
630

*3
<
143

Cys

1n Cys

Asp

Glu

Iie

Ser

Cys

Gly

615

Leu

Mez A

Gly

Gly

r Ser

Ser

Lys

Val

520

Ser

Gln

His

Asp
600

Asn H

€1
y—
[

Asp
425

er Ser

Tyr
505

Rsn

Thr

Phe
585

Gly

Cvs

Asp
410
Gln

Leu

Pro
Glu
490

Leu

Thr

Asp
Cvs
570

Lys

Thr

oy
(U4
(7]

>
[
'y

Asp
Cys
Ser
395
Glu
Arg
Cys
Thr
Asn
475
Ser

Met

Gly

Cys
Ala
Arg
Val
635

Asn

Cys

Glu

Cys

Aso

Leu ¢

460

Tvr

Ser

Phe

Glu

Cvs

540

Met

Arg

Asp

Asp 1

620

Ile

Asp
365

Ser

0
jo
0]

Asn

Leu

Phe

Leu

Phe

Arg

525

Giu

Pro

Ser

Cys
605

Ser

Gin

Cys

Tyr
430

o Asn

: Leu ¢

Phe

Ser
510

Ile P

Ser

Ser

Asp

Gly

590

Asp

Tro

Asp

Ser
415

Asn

Asn

Glu
575

Gln

Cys

‘Leu

Asc
400
Val
Pro
Ser
Met
Arg
480

Ala

Thr

" Phe

560

Tyr

Cys

: Cys

Phe
640

Leu
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His

705

Ile

Val

Leu

Leu

Cys

785

Arg

Cys

Ile

Glu

His

865

His

Glu

Leu

Thr

Gly

345

Met

Thr

Cys

Val

690

Arg

Leu

The

His

Vai

770

Thr

Ile

Ser

Ala

RAsn

85C

Pro

Pro

Leu

Pro

Gly

930

Glu

Asp
675
Thr

Ala

Ser

Leu

Leu

Lys

835

Ala

Ser

Arg

Ser

Asn

915

Trp

val

N
o)}
Q

Gly Glu Ala Asp

Leu

Als

Gln

Leu

740

Asn

Gln
820

Lys

Ala

Val

Tyr

Glu

900

Pro

1~
pos
o

Ser

Ser

Thr G

Leu
725

Tro

Gin

- ASp

¢ Gly

805

Ser

Trp

Val

Phe

Ser

885

Asp

Glu

His

Ile

Thr

965

Cys

ES 2307 338 T3

Rla

Gln

Ser

Cvys

790

Arg

Glu

Val

Trp

Met

870

Arg

Ile

Gln

Met

Ile

950

Met

Asn

695

Cys

Glu

Ser

Cys

775

Gly

Thr

Pro

Leu

Lys

855

Gln

Ala

Ser

Cys

680

Val

His

Lys

Gln

Leu

760

Glu

Arg

Ser

Ser

Thr

840

Val

Thr

Val

Glu

Leu

920

Asn

Leu

Met

Asp

665

Ser

Asn

vVal

Gln

Glu

745

Asn

Ser

Arg

Arg

Gly

825

Val

vVal

Arg

Val

Thr

905

Glu

Glu

Ile

Ser

Asp

Ser

Cys

Met

730

Lys

Gly

Arg

Leu

Phe

Asp

890

Gly

Pro

Met

Cys
870

Gly

Ser

Ser

Ala

715

Gly

Glu

Thr

Ser

Ala

795

Gly

Ile

His

Gly

Val

875

Tyr

Tyr

Asp

Ser
Ser
700
Asp
Leu
Pro
Thr
Lys
780
Ala

Arg

Cys
Ile
860
Lys
Asp
Val
Thr
Phe
940
Gln

Gly

Pro

Asp

685

Phe

Glv

Gly

ATg

Leu

762

Ile

Arg

Tro

Gly

Phe

845

Asn

Thr

Ile

Arg

Tyr

925

Lys

Ser

Tyr

Leu

Leu

Trp

Glu

Trp

750

His

Ser

Met

Pro

Cys

830

Glu

Asn

Ile

Ser

Pro

910

Cys

Leu

Tyr

Glu

Val

Merx

Pro
739

Leu

Giu I

Leu

Asn

Trp

815

Val

Gly

Ile

895

val

Tyr

Gln

Phe

Cys

Asp

Val

Glu

720

Ser

Thr

Leu
Lys
800
Gln

Leu

Arg

Leu

B8O

Val

Cys

Ile

Glu

Asp
960

r Gly

Glu
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Vai Cys
1010

Tyvr Phe
1025

Leu Asn

<210>3

<211> 3547

<212> ADN

<213> Corina murina

<400> 3

gtggcagacg
ggrtoecctte
acgcracctc
ctgcgeggygg
ccgtggctece
agcceccgect
gaagctggtg
cgeectecatce
tttcaaatca
tattccrgta
gtccactecca
aagcacctgc
ggcacctctc
graccrccat
ccectgagtgce
tgaggctgcet
ttccctcaga
ctgcrecrca
cctgtgtacc
tgatgactgg
aggcaagtgc
tgacgagcaa
cattgcggct
caactgctct
caccttccag
tgacagtcag
atcctgtget
tgagcccatc
‘ttaccttggc
tgcectogta
tccaaagtgt
ctccaaagag
cgactgcaat
agatgtggaa
crccaggaga
ttgtaaagag
aatcrgcgac
ccaagacaact
tggatgggrc

Giy

99¢

Phe Ser L

vai 3Glu

jLoeotoacs
age g:tcggg
tcctgcagag
gttccggggg
ctctceccgggt
gcrccagacg
actgctaact
gtgctgctgg
aatgacagtg.
aatacagttc
gcctggacac
atgaacatca
ttgccaattg
cgcctcagen
gttgttgatg
aaagaaggat
tgctctcage
ctgcagcagg
agcgggceect
agcgacgagg
ctccattaca
aactgtgatt
gagtgggtgt
tgtcacagce
tgtgatgggg
acgccatgte
ggtagctctce

_actttggaac

cacagaactc
CaaacCaact
Jatgtgaata
cgctgtgagt
caatttccag
gaatgcTcec
tgrgacggce
agagctzoitl
gagctgdgaat
gact3cotcag

ES 2307 338 T3

Trp Thr Leu

1000

Lvs Val Leu Gly

1015

Trp Ile Lys Arg Gln

1030

cligtggett
tcagctecge

tccotecaac
agactgcagg
ccaagttcca
tcttgagagce
tgctgegett
ccatcctget
aacctttgget
attatgagaa
cgagagctcce
ctcacagcca
tcaaaaacat
gcratcaaca
gcgatgacag
gcgaatctgt
ttagggacca
aacatggaaa
gcgrecccaa
cgcattgcaa
gcctcttgtg
gtaatcrcac
gcgatgggga
agggcctggt
acgaagactg
cagaaggaga
tgtgtgactc
tctgecatgaa
aaaaggaagc
gttacaaata
caggacaacg
ctgttcrggg
aggaaagttc
cgagtrcactt
aggctgactg
gggaatgtcc

Ile

ggcgtcggag
gcggagagcec
caccgcecte
tggagccgetc
ggctccecggce
agacaggagc
cctecectgetg
gtectttgtg
cactgatggg
cacaggggcg
ttctccagag
gtgtcaaatt
ggacatggag
tatccrgctc
gcaaggtctt
cctgggaatg
cactgagact
gcaatcactc
gaagctgcag
ctgcagcaag
tgatgggtac
aaaagagcat
ccatgactgt
ggaatgcaga
taaggatggg
acagggatgc
agacagcagc
Ltttgecectac
gtccatcagc
cctcactgttt
catcccgecet
aatcgtrggce
agacaatcaa
caaatgccgc
tgacgacgac
atttaataag
cagtatggat

tgagtgtgtg.

tgaatgggsc

Gly Leu Thr Ser

1005

Gly val Tyr Ser

1020

y Ile Gln

35

acgctggcag
cgctgctcte
cgtgcactga
ggacccggcece
agctggaagg
grgggcgagyg
gtgctcatce
ggaacattaa
gaagctcgag
ccecterctge
gaccagagtc
ctgccctace
aagttcctca
ttcggetgta
ctaccctgta
gtgaactcct
aacagcagtg
tgtggagggg
tgraacggce
gatctgtttc
gatgactgtg
cgctgtggag
gtggacaagt
agtggacaget
agtgacgagg
cttggcagtt
ctgagtaact
aaccatacac
tgggagtcarc
ttcgecttgeca
tgcagactce
ctgcagtggc
acttgccectcce
tcgggacgat
agtgacgagg
caatgtcrga
gaaaaaaact
ccgcgtgacce
tgrgtgacecc

990

Trp

Asn

Thr

Cly Ser

Vai Ser

Phe Len

1040

TEatgggceaq
gtccrgggeg
acggtctegg
ccttggggac
attgcttrgg
gcrtgtcectea
cctgcatctg
aaagggttta
tgcecrggtgt
cccccageca
acaggaacac
acagcacgtt
agttcttcac
gcctcgcectt
gatctttcrg
ccTggecgga
tzaqgaaagag
gcgagagcT:
ataatgactg
actgtggcac
gggacctgaq
atgggegcetg
ctgatgaggt
gcatccctag
agaactgcag
cctgcgtega
gcagtcaatg
attatccaaa
ccortttecce
ccattttggt
tgtgtgagca
ctgaagacac
tgcccaatga
gcgrtctggg
agaactgrgg
agcatacate
gcrcattolyg
TLrggtgcga
T“Zllctaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2289
2340
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tgggaactct
tgacggctgg
grcTgrgace
ctgggagaat
aagcagaaqge
ccgaatgaac
gtgctctctg
gtgggtccetg
ggtatttgge
gaccatcctg
ggagctgagc
ggaggagtat
taaaatgccc
gtccratttt
caccgtggac
acagtggaca
acctggagtg
ccagacctrt
tggagaatga
cacggacagg
actcadgg

<210> 4
<211> 1113
<212> PRT

<213> Corina murina

<400> 4

Met Glvy

LcCrcatnge
zgggagacygc
aagctrgacce
ctecaatggga
gagatttccc
aagaggatce
cagagtgaac
acagttgccc
araaacaacc
ctacatcccce
gatgatateca
ctagaaccag
tttaagctgc
gacatgaaga
tcctgcatgg
ttatttggtt
tacagcaatg
ctccaaaaga
ccctctgaaa
acgctcaaca

Arg Val

Ser

ES 2307 338 T3

tgactgruica
lgagrtcagcet
caggacaggqga
gcaccrtgca
tectgrgetce
ttgggggrcyg
ccagtggaca
attgctttga
tggaccatcc
gttacagtcg
atgagacaag
atacgtactg
aggagggaga
ccatcaccaa
gagacagcgg
taacttcatg
tgtcttactt
aatcccaaga
cagaagcttg
tgcaccgcaa

Phe Ser

Val

caaatcrtgca
ggeccogcaag
aggccagcag
ggagctgcrg
caagcaagac
gactagtcgt
tatctgtggce
agggagagaa
atcaggcttc
agcagtggta
ctacgtcaga
ctacatcaca
ggtccgeatt
tcggatgatc
tgggecctceg
gggctccgtc
tgtgggcetgg
ataatcagag
tcctgccaag
gatctctcco

Val
10

Arg

aaggaacacc
cagatgggcet
tggcrgagge
gratacaggc
tgtggccygce
ccrgggaggt
tgtgtccrea
gacgctgatg
atgcagaccc
gactatgata
cctgtergee
ggctggggcec
atccctctgg
tgtgctggcet
gtttgtgaac
tgcttttcca
attgaaagac
actttgtggg
agctgtacga
gritgtgcorta

Ser Ser

Val

acgtgtgtgc
taggagaacc
tgrtaccccaa
actccrgcee:s
agccectgetge
ggccgrggcea
ttgccaagaa
tttggaaagt
gcttigtgaa
tcagcgtgge
tacccagtceg
acatgggcaa
agcagtgcca
atgagrcegg
gacccggagg
aagttctggg
aaatatatact
gaaacctaca
acaggcgrTs
gatgagciTs

Arg Arg

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3547

Ala

Arg

Thr

Gly

65

Cys

val

Phe

Leu

Lys
145

g
14
o

Cys

Thr

o cC

Phe

Phe

Gly

Leu

Ala

130

Ser

[}
—
<

Ser
Ala

35
Thr
Leu
Gly
Glu
Leu

115

Ile

Asn |

Val

Cys

20
Leu
Ala
Ser

Ala

Gly
100

{4

Pro

Arg

[}
[
<

Gly
Pro
85

Cys

Leu

Ser

=
Tty
i Q

Gly

Ala

Ser
70

Pro

Pro

Leu

Glu
150

Val

Arg

Leu

Ala

55

Lys

Ala

Gln

Phe
135

Pro

Asn

Cys

Asn

40

Val

Phe

Pro

Lys

Pro

120

Val

Leu 1§

Tyr

25
Gly
Gly
Gln

Asp

Leu
105

Cys

Gly

Leu

Val
90
Val

Ile

Thr

Ser
Gly
Gly
Pro

75

Leu

Thr

Cys

Cys

0
oy 1y
(o]

Gly

Arg

Ala

Ala

Lys

140

Gly

(2]
-
[t

Arg
Ala
45

Leu

Ser

Ala

Asn

Leu

125

Arg

Glu

aAsn

Val

30
Gly
Gly

Trp

Asp

3
.3
¥

Val

Thr

Lys

Arg

95

Leu

= G
._l '-l
VIR

Pro

Arqg

Asp

80

Ser

Arg

Leu

Phe
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Pro

Pro

Ile

Pro

225

Phe

Phe

Arg

Gly

Leu

305

Arg

Cys

Lys

Glu

Lys

385

Asp

Arg

Asp

Ser

Phe

465

Asn

wi
m
ty

Ser Pr

Thr
210

Leu

Phe

Gly

3
=3
"

Cys

Gln Gl

Cys

290

Arg

Lys

Gly

Lys

Ala

370

Cys

Leu

Cys

His

Gln

450

Gln

Cvs

275

Glu

Cys

Ser

Gly

Leu

355

His

Leu

Ser

Gly

Asp

435

Gly

Cys

Ser

Pro

Tyr

Ser

260

Ser

Ser

Gly

340

Gln

Cys

His

Asp

Asp
420

Asp

r Asp

Asp

Gln

Leu
245

Leu

Phe
325

Glu

Asn

Tyr

Glu

405

Gly

val

Val

ES 2307 338 T3

1]
®
3]

Gln
Cys
val
230

His

Ala

Phe

310

Ser

Ser

Asn

Cys

Ser

390

Gln

Arg

Asp

Glu

Ser

Gln
215

Arg

Phe

Cvs 2

Gly

295

Arg

Leu

Phe

Gly

Ser

375

Leu

Asn

Cys

Lys

Cys

455

Glu

» Thr

w
(11
n

His

200

Iie

Asn

Leu

pate]

ro
@ ty
QO )

Asp !

Gln

Leu

Tvr
360

Cys

Ile

Leu

Met

Ser

Glu

265

Ser

Val

Cys
345

Asn

Asp

Asp

Ala
425

Qv-Asp

Asp

Q

Ser

Cys

r Pro

Asn

Pro

Asp

Cys

250

Cys

o
g
m

Asn

Thx

Glu

330

Thr

Asp

Leu

Asp

Cys

110

Ala

Glu

°ro
490

Tyr

Met
235

Tyr

Val

Glu
315

His

Ser

Cys

Phe
Gly
395
Asn
Glu
val
Gln
Asp

475

Glu

Trp

Ser

His
220

Glu

Gln

Val

Ser
300

Thr

Gly

Gly

His
380

Tyr

Leu

Trp

Asn

Cys

460

Gly

P

Thr

205

Ser

Lvs

His

Asp

Ala

285

Trp

Asn

Lys

Leu

Asp

365

Cys

RAsp

Thr

Val

Cvs

445

Ile

Pro
190
Cys

Thr

Phe

Ser

Gln

Cys

350

Trp

Gly

Asp

Lys

Cys

430

Ser

Pro

Asp

Arg

Met

Leu

Leu

Leu

255

Asp

Ser

Ser

335

val

Ser

Thr

Cys

Glu

415

Cys

Ser

Glu

Gly
49t

Ala

Asn

Ala

Lys

240

Leu

Asp

Val

320

Leu

Pre

Asp

Gly

Gly

400

His

Gly

His

Thr

Glu

480

Cvs
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Ser

Glu

Leu

545

Leu

Phe

Arg

Glu

Cys

625

Pro

Ser

Cys

Leu

Cys

705

Ser

Pro

Asp

Leu

Asp

Leu

530

Gly

Phe

Ala

(5]
)
(1]

Ser

610

Asn

Asn

Gly

Asp

Trp

690

Asp

Phe

Leu
770

Trp

[97]
[1/]
"

Ser
515

Cys

Pro

Cys

g
O Iy
w0

Gln

Glu

Arg

Asp

675

Glu

Gly

Cys

Asp

E!

55

Thr

Arg

Ser

500

Ser

Met

Arg

Ala

Thr
580

Phe

Asp

Cys

660

Asp

Cys

Phe

Gln

Leu
740

Cys

Leu

Asn

Thr

Leu

565

Ile

Pro

Val

645

val

Ser

Pro

Pro

Asp

725

Trp

His

Thr

Val
805

ES 2307 338 T3

Val

Ser

Leu

Gln

550

val

Leu

Arg

Ile

Glu

630

Glu

Leu

Asp

Phe

Asp

710

Asn

Cys

vVal

Lys

Leu

790

Thr

Asn

Pro

535

Lys

Gln

Val

Leu

val

615

Glu

Glu

Gly

Glu

Asn

695

Cys

Glu

Asp

Thr

Ser

775

Ser

Lys

Ser

Cys

520

Tyr

Glu

Thr

Pro

Leu

600

Gly

Ser

Cys

Serx

Glu

680

Lys

Pro

Leu

Gly

Leu

760

Ala

Gln

Leuy

10

Cys

505

Ser

Asn

Ala

Asn

Lys

585

Cys

Leu

Ser

Ser

Arg

665

Asn

Gln

Asp

Glu

Trp

745

Ser

Lys

Leu

Ala Gly s

Gln Cys

His Thr

Ser Ile
555

Cys Tyr
570

Cys Asp

Glu His

Gln Trp

Asp Asn
635

Pro Ser
650

Arg Cys

Cys Gly

Cys Leu

Ser Met
715

Cys Ala
730

Val Asp

Lys Asn

Glu His

Ala Cys

195

Pro Gly
810

Glu

His

540

Ser

Lys

Val

Ser 1

Pro

620

Gln

His

Asp

Cys

Lys

700

Asp

Asn

Cys

Gly

His

780

Lys

Gln

w
0]
3]

Pxo
325
Tyr
Trp

Tyr

Asn

Thr

Phe

Gly

Lys

685

His

Glu

His

Ser

Asn

765

Val

Leu -

810

Ile

Pro

Glu

Leu

Thr

590

Glu

Cys

Lys

Gln

670

Glu

Thr

Lys

Glu

Asp

750

Ser

Cys

Met

Gly

Asn

Ser

Met

575

Gly

Thr

Leu

Cys

655

Ala

Arg

Leu

Asn

Cys

735

Ser

Ser

Ala

Gly

Gln
815

Leu
Tyr
Ser
560

Phe

Gln

Asp
Leu
640
Arg

Asp

Ala

Cys

.720

Val

Ser

Sexr

Leu
800
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Trp Leu Arg

Gln Giu Leu
835

Ser Leu Leu
850

Met Asn Lys
865

Pro Trp Gln
Cys Val Leu
Glu Gly Arg

g1¢

Asn Leu Asp
930

Ile Leu Leu
945

Ser Val Val
Pro Val Cys
Cys Tyr Ile

995

Leu Gln Glu
1010

Tyr Phe Asp
1025

Glu Ser Gly
Val Cys Glu
Trp Gly Ser

1075

Asn Val Ser
1090

Thr Phe Leu
1105

Leu

Cys

Arg

Cys

Ile

900

Glu

His

His

Glu

Leu

980

Thr

Gly

Met

Thr

Arg

1060

Val

Tyr

Gln

Tvr

Ser

Ile

Ser

885

Ala

Asp

Pro

Pro

Leu

965

Gly

Glu

Lys

val

1045

Pro

Cys

Phe

Lys Lys Ser Gln Gly

Tyr

Lys

Leu

870

Leu

Lys

Ala

Ser

Arg

950

Ser

Ser

Trp

val

Thr

1030

Asp

Gly

Phe

Val Gly Trp Ile Glu

1110
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Asn

Arg

Gln

855

Gly

Gln

Lys

Asp

Gly E

935

Tyr

Asp

Pro

Gly

Arg

1015

Ile

Ser

Gly

Ser Lys Val Leu

1095

Trp

His

840

Asp

Gly

Ser

Trp

Val

920

Ser

Asp

Glu

His

1000

Ile

Thr

Cys

Glu

825

Ser

Cys

Arg

Glu

Val

905

Trp

Met

Arg

Ile

Glu

985

Met

Ile

Asn

Met

Asn

Cys

Gly

Thr

Pro

890

Leu

Ala
Asn
3970
Tyr

Gly

Pro

Arg

Ser

875

Ser

Thr

Val

Thr

Val

955

Glu

Leu

Asn

Leu Glu Gln

Asn

Ser

Arg

860

Arg

Gly

Val

Val

Arg

940

Val

Thr

Glu

Lys

1020

Ar
845

Pro

His

Ala

Phe

925

Asp

Ser

Pro

Met
1005

Arg Met Ile Cys

Gly
1050

Gln Trp Thr

1080

1065

11

1035

Ser
830
Ser
Ala
Gly

Ile

His
910

Gly I

Tyr

Tyr

Asp

990

Pro

Cys

Ala

Thr

Glu

Ala

Arg

Cys

8395

Cys

Lys

Asp

Val

975

Thr

Phe

Gln

Gly

Leu

Ile

Arg

Trp

880

Gly

Phe

Ile

960

Arg

Tyr

Lys

Ser

Tyr
1040

Asp Ser Gly Gly Pro Leu

1055

Leu Phe Gly Leu Thr Ser

1070

Gly Pro Glv vVal Tyr Ser

1085

Arg Gln Ile Tyr Ile Gln

1100
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<210> 5
<211>24
<212> ADN

<213> Corina humana

<400> 5
cagttggttt gaacaagtgc aggg

<210> 6

<211>24

<212> ADN

<213> Corina humana

<400> 6
tgcaaggagg gatacgctcg cctg

<210>7

<211>24

<212> ADN

<213> Corina humana

<400> 7

aatcccaaga acagactcac agcg

<210> 8

<211>24

<212> ADN

<213> Corina humana

<400> 8
cgggtcacag agagagctac cacc

<210>9
<211>24
<212> ADN

<213> Corina humana

<400> 9

ggtctcctic  ttgacatgaa tctg

<210> 10

<211> 30

<212> ADN

<213> Corina humana

ES 2307 338 T3
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ES 2307 338 T3

<400> 10

aacaaaacga tcctiggagg tcggacgagt

<210> 11

<211>24

<212> ADN

<213> Corina humana

<400> 11
tcttctgtgt actaaacaag actg

<210> 12

<211>24

<212> ADN

<213> Corina de ratén

<400> 12
aggccccagg actttggaaa agca

<210> 13

<211>24

<212> ADN

<213> Corina de ratén

<400> 13

acagtggcct gaagacacag attg

<210> 14

<211>24

<212> ADN

<213> Corina humana

<400> 14
acagagcatc gctgcgggga cggg

<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Corina humana
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ES 2 307 338 T3
<400> 15

aacaaaagga tccttggagg tcggacgagt

<210> 16

<211>23

<212> ADN

<213> Corina humana

<400> 16

cggagcccca tgaagttaat cca

<210> 17

<211>24

<212> ADN

<213> GAPDH humana

<400> 17

gtcaatgtcc caaacgtcac caga

<210> 18

<211>29

<212> ADN

<213> GAPDH humana

<400> 18

atttcgggaa tgctgagaaa acagacaga
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