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DESCRIPCION
Procedimientos de produccion de proteinas que tienen estructura helicoidal triple
Campo técnico

La presente invencién se refiere a procedimientos de produccion de proteinas que tienen estructura helicoidal triple.
Mas especificamente, la presente invencion se refiere a procedimientos de producciéon de coldgeno humano o
péptidos parciales de colageno humano. Un objeto de la presente invencién es proporcionar colégeno humano y
péptidos parciales de colageno humano que son seguros para el cuerpo vivo y que se pueden purificar y obtener
facilmente, y procedimientos de produccion de los mismos. Mas especificamente, la presente invencién proporciona
procedimientos de produccién de colageno humano y péptidos parciales del mismo, transduciendo de forma estable
células de ovario de hamster chino (CHO) con un vector de expresiéon de mamifero dentro del que se ha insertado
ADNc de colageno humano.

Técnica anterior

El colageno es una proteina que se distribuye en casi todos los tejidos del cuerpo incluyendo la piel, el hueso y el
cartilago, y es muy conocido por desempenar funciones importantes, tales como el mantenimiento de estructuras de
tejidos y érganos, proporcionando armazones para las células. Mientras tanto, el coldgeno es un material
bioabsorbible que se descompone por las colagenasas secretadas a partir de los fibroblastos y por las colagenasas
presentes en los fagocitos. Se considera que el colageno es Util como biomaterial debido a que es un material
biocompatible y bioabsorbible, como se describié anteriormente. Hasta ahora, el colageno se ha usado como un
biomaterial para cubrir piel herida y se ha notificado que mejora la cicatrizacién (documentos distintos de patente 1y
2).

En la piel hay un cuarenta por ciento de colageno total, y un 70 % o mas del peso seco de la piel y del tendén es
colageno; por tanto, el colageno es importante para desarrollar piel artificial. Se aplica como material util para técnicas
de cuitivo de células y 6rganos, que ofrece una gran expectativa en sus aplicaciones en el campo en pleno auge de la
medicina regenerativa. También se ha sefialado que el colageno (coldgeno de tipo Il) se puede usar para suprimir el
reumatismo articular por ingestiéon oral (documentos distintos de patente 3 y 4). Como material de fuente para este
colageno, se han usado principalmente los derivados de tejidos de animales no humanos grandes, tales como cerdos
y vacas.

[Documento distinto de patente 1] Surg. Forum, 10, 303 (1960)
Documento distinto de patente 2] J. Surg. Res., 10, 485-491 (1970)
[Documento distinto de patente 3] Lancet, 342, 799 (1993)
[Documento distinto de patente 4] Science, 261, 1727-1730 (1993)

[Documento de patente 1] Publicacidn kokai de la solicitud de patente japonesa n.° (JP-A) H10-179169 (solicitud de
patente japonesa publicada, no examinada)

Divulgacién de la invencion
[Problemas para ser solucionados por la invencion]

Como se describié anteriormente, el coldgeno es Util como biomaterial o medicamento para terapia regenerativa y
trasplante de 6rganos vivos, pero el coldgeno usado hasta el momento se deriva de tejidos de animales no humanos
grandes, tales como cerdos y vacas. Aunque el coldgeno es una proteina con una inmunogenicidad baja por
naturaleza, se ha reportado que cuando el coldgeno de un animal xenogénico se trasplanta, se implanta o se
administra como biomaterial se inducen reacciones inmunitarias a una frecuencia baja (J. Immunol., 136, 877-882
(1986), Biomaterials, 11, 176-180 (1990)). Ademas, se ha vuelto imposible el uso de coldgeno derivado de vaca debido
al problema de la contaminacién priénica en vacas. Ademas, no hay garantia de que no se produzcan problemas
similares a la contaminacion pridnica en animales tales como los cerdos que se usan normalmente para la extraccion
de colageno. De los aspectos mencionados anteriormente, es preferible el uso de colageno derivado de ser humano
como biomaterial para aplicarse directamente en el cuerpo humano. Sin embargo, la extraccion y la purificacién de
colageno a partir de tejidos humanos no sélo tiene problemas éticos y técnicos, sino que también es problematico de
forma cualitativa porque el colageno obtenido forma entrecruzamientos inespecificos y es dificil de purificar.

Para obtener colageno no inmunogénico que esté libre de riesgo de contaminacion por patdgenos y que sea facil de
aislar y purificar, se ha estudiado la produccién de colageno usando técnicas de recombinacién genética (Biochem.
Soc., 28, 350-353 (2000)). Sin embargo, es muy complicado preparar un vector de expresién para introducir en las
células huésped, un ADNc que codifique una molécula de coldgeno con un peso molecular de mas de 100.000.
Ademas, los procedimientos convencionales tienen una productividad baja y estan lejos de una aplicacién practica.
Ademds, se sabe que las moléculas de colageno tienen una estructura de triple hélice en la que estan asociados tres
péptidos. Esta estructura se forma como resultado de varias modificaciones en los productos de traduccién primarios
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del gen (N. Engl. J. Med., 311, 376-386 (1984)); sin embargo, se cree que sodlo las células especificas tienen esta
capacidad de modificacion.

Se han realizado esfuerzos para producir colageno humano recombinante usando fibroblastos de ratén, células de
pulmén de hamster y similares como huésped (Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 84, 764-768 (1987), J. Biol. Chem., 264,
20683-20687 (1989)). Aunque el colageno producido en estos ejemplos tiene una estructura molecular normal, son
moléculas de colageno mezcladas de productos génicos de coldgeno tanto de células huésped como humanas. En un
ejemplo en el que se expresé colageno de tipo 1l (Biochem. J., 298,31-37 (1994)), la cantidad producida fue tan solo de
0,5 a 1 mg por litro de medio de cultivo, y se encontré que el coldgeno de tipo Il expresado por el ADNc introducido
estaba contaminado con una cantidad significativa de coldgeno de tipo I derivado de huésped. Por tanto, fue
necesario separar el colageno de tipo |l endégeno del colageno de tipo Il derivado del gen introducido.

Ademés de los ejemplos mencionados anteriormente, hay ejemplos de expresion de coldgeno humano usando
levaduras (publicaciéon kohyo de patente japonesa n.° (JP-A) H7-501939 (publicacién de fase nacional japonesa
publicada, no examinada, correspondiente a una publicacién internacional no japonesa)), células de insecto
(publicacion kokai de solicitud de patente japonesa n.° (JP-A) H8-23979 (solicitud de patente japonesa publicada, no
examinada)), Bacillus brevis (JP-A H11-178574), y Escherichia coli (JP-A 2002-325584), pero las modificaciones
posteriores a la expresién de los péptidos del colageno pueden ser diferentes de las realizadas en células animales.
Como se menciona anteriormente, no se ha notificado hasta ahora ninglin procedimiento satisfactorio como
procedimiento de recombinacién genética para producir colageno humano en términos de cantidad y calidad. Ademas,
aun no se ha producido ninguna investigacion sobre los procedimientos para producir grandes cantidades de proteinas
con una estructura de triple hélice, tales como el colageno.

La presente invencién se logré en vista de las anteriores circunstancias. Un objeto de la presente invencién es
proporcionar métodos para producir proteinas con una estructura de triple hélice. Mas especificamente, el objeto es
proporcionar métodos para producir moléculas de colageno humano que sean faciles de aislar y de purificar, y que
tengan sustancialmente la misma estructura que las moléculas de colageno natural, sintetizando grandes cantidades
de proteina de colageno humano en células huésped a las que se les ha introducido un gen de colageno, incorporado
en un vector de expresion alta, en donde las grandes cantidades de proteina de colageno humano se derivan del gen
introducido.

[Medios para resolver los problemas]

Los inventores de la presente invencidn realizaron diversos estudios para resolver los problemas anteriormente
mencionados. Como resultado, los inventores descubrieron que se pueden producir grandes cantidades de colageno
humano apenas contaminadas con colageno derivado de células huésped, seleccionando de diversas células de
mamifero una célula huésped que tenga una expresién de colageno baja e introduciendo una construccién de gen de
colageno en un vector que pueda realizar una alta expresion génica exdgena, y de este modo completaron la presente
invencion. No se han reportado métodos de produccion de coldgeno que produzcan de forma preferente colageno
humano en células huésped mediante la expresiéon masiva de un gen de colageno introducido.

Especificamente, los presentes inventores desarrollaron exitosamente métodos para producir una gran cantidad de
colageno humano que no requiere un procedimiento de purificaciéon complejo, insertando un gen de coldgeno humano
en un vector que puede expresar altamente un gen exégeno y después introduciendo la construccién resultante en una
célula de mamifero huésped con una expresion baja de colageno (una proteina con estructura de triple hélice), y de
este modo completaron la presente invencion.

Especificamente, la presente invencién proporciona:

[11un método de produccién de una proteina que tiene una estructura de triple hélice, en el que el método comprende:
(a) introducir ADN que codifica una proteina que tiene una estructura de triple hélice en un vector;

(b) transformar una célula de mamifero por transferencia del vector génico; y

(c) cultivar o reproducir el transformante, y recoger la proteina que tiene una estructura de triple hélice de la célula o del
sobrenadante del cultivo de la misma;

[2] el procedimiento de [1], en el que la proteina que tiene una estructura de triple hélice es colageno humano o un
péptido parcial de la misma;

[3] el procedimiento de [2], en el que el colageno humano consiste en al menos uno o mas tipos de cadenas q;
[4] el procedimiento de [2], en el que el colageno humano es coldgeno humano de tipo [;
[5] el procedimiento de [4], en el que el colageno humano de tipo | es un complejo de cadenas al y a2;

[6] el procedimiento de [2], en el que el colageno humano es colageno humano de tipo 1;
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[7] el procedimiento de [2], en el que el colageno humano es coldgeno humano de tipo lll;

[8] el procedimiento de [1], en el que el ADN que codifica una proteina que tiene una estructura de triple hélice es al
menos un ADN seleccionado de:

(a) un ADN que comprende una cualquiera de las secuencias de nucledtidos de SEQID NOs: 1, 4,7,y 10,y

(b) un ADN que hibrida bajo condiciones restrictivas con un ADN que comprende una cualquiera de las secuencias de
nucledtidos de SEQ ID NOs: 1, 4,7y 10;

{9] el método de uno cualquiera de {1 ] a [8], en el que la célula de mamifero es una célula de ovario de hamster chino
(CHO);

[10] el método de uno cualquiera de [1] a [8], en el que la célula de mamifero es una célula de rifidn embrionario
humano (HEK293);

[11] el método de uno cualquiera de [1] a [10], en el que el vector que se va a introducir con el ADN que codifica una
proteina que tiene una estructura de triple hélice es pNOW/CMV-AA;

[12] un coldgeno humano producido de acuerdo con el método de una cualquiera de [1] a [11];
[13] un vector introducido con al menos un ADN seleccionado de:
(a) un ADN gue comprende una cualquiera de las secuencias de nucleétidos de SED ID NOs 1,4,7,y 10;y

(b) un ADN que hibrida bajo condiciones restrictivas con un ADN que comprende una cualquiera de las secuencias de
nucledtidos de SEQ ID NOs: 1, 4, 7y 10;

[14] una célula de mamifero que lleva el vector de [13]; y

[15] un kit para producir una proteina que tiene una estructura de triple hélice, en el que el kit comprende el vector de
[13] o la célula de mamifero de [14].

Breve descripcion de los dibujos

La fig. 1 muestra una construccion de expresién de una cadena a1 de coldgeno humano de tipo I. hCollal: ADNc de
cadena a1 de colageno humano de tipo |, PCMV: promotor de citomegalovirus, BGHPA: sefal de adicion de poli (A)
del gen de la hormona de crecimiento bovino, PSVd: promotor de virus de simio 40 desprovisto de potenciador, DHFR:
ADNCc de dihidrofolato reductasa de ratdn, SVpA: sefial de adicién de poli (A) del virus de simio 40, ColE1ori: origen de
replicacién de Escherichia coli, Neor: marcador de seleccién para células de mamifero (resistencia a G418) y
Escherichia coli (resistencia a kanamicina).

La fig. 2 muestra una construccién de expresién de una cadena a2 de coldgeno humano de tipo 1. hColla2: ADNc del
gen de cadena a2 de colageno humano de tipo |, PCMV: promotor de citomegalovirus, BGHPA: sefial de adicién de
poli (A) del gen de la hormona de crecimiento bovino, PSVd: promotor de virus de simio 40 desprovisto de potenciador,
DHFR: ADNc de dihidrofolato reductasa de ratén, SVpA: sefial de adicién de poli (A) del virus de simio 40, ColE1ori:
origen de replicacién de Escherichia coli, Neor: marcador de seleccion para células de mamifero (resistencia a G418)
y Escherichia coli (resistencia a kanamicina).

La fig. 3 muestra una construccién de expresién de una cadena a1 de colageno humano de tipo Il. hCollla1: ADNc de
cadena a1 de colageno humano de tipo |Il, PCMV: promotor de citomegalovirus, BGHPA: sefial de adicién de poli (A)
del gen de la hormona de crecimiento bovino, PSVd: promotor de virus de simio 40 desprovisto de potenciador, DHFR:
ADNCc de dihidrofolato reductasa de ratén, SVpA: sefial de adicion de poli (A) del virus de simio 40, ColE1ori: origen de
replicacién de Escherichia coli, Neor. marcador de seleccién para células de mamifero (resistencia a G418) y
Escherichia coli (resistencia a kanamicina).

La fig. 4 muestra una construccion de expresidn de una cadena a1 de coldgeno humano de tipo !ll. hColllla1l: ADNc de
cadena a1 de colageno humano de tipo lil, PCMV: promotor de citomegalovirus, BGHPA: sefial de adicién de poli (A)
del gen de la hormona de crecimiento bovino, PSVd: promotor de virus de simio 40 desprovisto de potenciador, DHFR:
ADNc de dihidrofolato reductasa de ratén, SVpA: sefial de adicién de poli (A) del virus de simio 40, ColE1ori: origen de
replicacién de Escherichia coli, Neor: marcador de seleccion para células de mamifero (resistencia a G418) y
Escherichia coli (resistencia a kanamicina).

La fig. 5 es una fotografia que muestra un andlisis SDS-PAGE de coldgeno humano de tipo | recombinante en
sobrenadantes de cultivo. Carril 1: coldgeno humano de tipo 1 (100 pg/ml), carril 2: colageno de tipo | recombinante.

La fig. 6 es una fotografia que muestra un andlisis SDS-PAGE de productos digeridos por pepsina de colageno
humano de tipo | recombinante en sobrenadantes de cultivo. Carril 1: coldgeno humano de tipo | recombinante (185
pg/mi), carril 2: colageno humano de tipo | recombinante (concentrado 20 veces).
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La fig. 7 es un conjunto de fotografias que muestran la deteccién por Western blot de coldgeno humano de tipo |
recombinante purificado y de productos digeridos por pepsina del mismo.

A. Deteccidn por un anticuerpo contra la cadena a1 de colageno humano de tipo |, carril 1: coldgeno humano de tipo |
(50 ug/ml), carril 2: colageno de tipo | recombinante, carril 3: productos de colageno de tipo | digeridos por pepsina
recombinante.

B. Deteccién por un anticuerpo contra la cadena a2 de colageno humano de tipo |, carril 1: coldgeno humano de tipo |
(10 pg/ml), carril 2: colageno de tipo | recombinante, carril 3: productos de colageno de tipo | recombinante digeridos
por pepsina.

La fig. 8 es una fotografia que muestra un analisis SDS-PAGE de coldgeno humano de tipo |l recombinante en
sobrenadantes de cultivo. Carril 1: colageno humano de tipo Il (100 pg/ml), carril 2: colageno de tipo |l recombinante.

La fig. 9 es una fotografia que muestra un andlisis por Western blot de coldgeno humano de tipo Il recombinante en
sobrenadantes de cultivo. Carril 1: colageno humano de tipo Hl (10 pug/ml), carril 2: colageno de tipo |l recombinante
(diluido 10 veces)

La fig. 10 es una fotografia que muestra un andlisis SDS-PAGE de productos de coladgeno humano de tipo Il
recombinante en sobrenadantes de cultivo digeridos por pepsina. Carril 1: coldgeno humano de tipo Il (100 pg/ml),
carril 2: colageno de tipo |l recombinante (concentrado 5 veces).

La fig. 11 es una fotografia que muestra un andlisis por Western blot de productos de colageno humano de tipo I
recombinante en sobrenadantes de cultivo digeridos por pepsina. Carril 1: colageno humano de tipo Il (10 pg/ml}, carril
2: colageno de tipo Il recombinante.

La fig. 12 es una fotografia que muestra un andlisis SDS-PAGE de colageno humano de tipo lif recombinante en
sobrenadantes de cultivo. Carril 1: colageno humano de tipo 1l (100 pg/ml), carril 2: colageno de tipo Ill recombinante.

La fig. 13 es una fotografia que muestra un andlisis porWestern blot de coldgeno humano de tipo Il recombinante en
sobrenadantes de cultivo y productos digeridos por pepsina del mismo, carril 1: colageno humano de tipo 111 (10 pg/mi),
carril 2: colageno de tipo 1l recombinante (diluido 10 veces), carril 3: productos de colageno de tipo Il recombinante
digeridos por pepsina.

La fig. 14 es una fotografia que muestra un andlisis SDS-PAGE de coldgeno humano de tipo lll recombinante
purificado en sobrenadantes de cultivo.

A. Colageno de tipo |, carril 1: coldgeno humano de tipo |, carril 2: coldgeno de tipo | recombinante.
B. Colageno de tipo lll, carril 1: coldgeno de tipo 11l humano, carril 2: colageno de tipo lll recombinante.
Mejor modo para llevar a cabo la invencion

A continuacidn en el presente documento, se muestra el mejor modo para llevar a cabo la presente invencién y se
explica la presente invencioén con mas detalle.

La presente invencion referida a métodos de produccion de proteinas que tienen estructura helicoidal triple,
comprende las etapas de:

(a) introducir en un vector ADN que codifica una proteina que tiene una estructura de triple hélice;
(b) transformar una célula de mamifero por transferencia del vector génico;

(c) cultivar o reproducir el transformante, y recoger proteinas con una estructura de triple hélice de las células o
sobrenadantes del cultivo de las mismas.

Las "proteinas que tienen una estructura de triple hélice” en la presente invencién no estan especificamente limitadas
siempre que tengan una estructura de triple hélice, pero preferentemente son coldgeno o colectina, y mas
preferentemente colageno. Las proteinas que tienen una estructura de triple hélice pueden ser proteinas cuya
estructura de triple hélice se construye durante las etapas de cultivo y produccién, o después de las etapas de cultivo
y produccién por manipulaciones tales como la purificacién. También es posible producir grandes cantidades de
proteinas que pueden formar una estructura de triple hélice en un estado estructural monocatenario.

Se conocen mas de 20 tipos diferentes de colageno y aproximadamente 25 tipos de cadenas a constituyentes. Se han
clonado genes que los codifican y se han dilucidado secuencias de nucleétidos de los mismos ("Connective Tissue and
Its Heritable Disorders", p. 145-165, publicado por Weily-Liss Inc. (1992)). Se pueden introducir estos genes en un
vector usado en la presente invencion que pueda expresar altamente genes exdégenos mediante técnicas de
recombinacion de genes conocidas por los expertos en la técnica (por ejemplo, "Molecular Cloning" segunda edicién,
publicado por Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)). El ADNc de colageno humano usado en la presente
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invencion puede ser uno cualquiera de esos ADNc clonados de colageno, e incluye ADNc de péptidos de colageno
parciales.

El colageno de la presente invencién no tiene un origen especificamente limitado, pero es preferible el colageno
derivado de mamifero, y es méas preferible el colageno derivado de ser humano.

Ademas, el colageno de la presente invencion también incluye coldgeno cuya secuencia de aminodcidos esta
parcialmente modificada por sustitucién, delecién, como tal, o tiene una adicién de una secuencia de aminoacidos no
derivada de coldgeno. Ademas, hay métodos conocidos para obtener células transducidas que expresan moléculas
proteicas introduciendo un vector en las células de mamifero huésped. Se pueden aplicar métodos similares a la
presente invencion.

Se puede usar el siguiente método para examinar si el coldgeno se sintetiza como una proteina recombinante por
células a las que se les introduce el vector de alta expresién génica exdgena mencionado anteriormente.
Especificamente, los péptidos de coladgeno se pueden identificar por métodos inmunoquimicos tales como Western
blot usando anticuerpos disponibles comercialmente que se unen especificamente al coldgeno humano.
Normalmente, el colageno no migra de acuerdo con el peso molecular en la electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS (Nature, 227, 680-685 (1970)). Por tanto, se puede examinar la reactividad de una muestra con un anticuerpo
anti-colageno después de que la muestra se someta a electroforesis simultAneamente con coldgeno como marcador y
se transfiera a una membrana de nailon o0 a una membrana de nitrocelulosa de acuerdo con el método por Matsudaira
et al. (J. Biol. Chem., 261, 10035-10038 (1987)). Ademas, si una molécula que tiene una estructura de triple hélice esta
presente en los productos de colageno recombinante generados por el vector de expresién se puede examinar como
sigue.

Un colageno fibroso tipico es una molécula tricatenaria formada por tres subunidades (cadenas a), y tiene una
estructura de triple hélice intramolecular. Ademas, se sabe que el colageno que tiene una estructura de triple hélice es
resistente a la digestién por pepsina. Por tanto, se puede confirmar la presencia de moléculas tricatenarias en una
muestra de proteinas digiriendo los sobrenadantes del cultivo de células a las que se le introduce el vector de alta
expresion génica endégena mencionado anteriormente con pepsina en una condicién acida, y examinando si la
muestra tiene una estructura resistente a pepsina.

Especificamente, en la presente invencién, las muestras de proteinas tratadas con pepsina se someten a
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS bajo condiciones reductoras. Como resultado, el colageno
recombinante obtenido mostré que tenia una resistencia a pepsina similar a la del colageno natural, y por tanto, se
espera que los péptidos de coldgeno que tienen una propiedad resistente a pepsina estén contenidos en los
sobrenadantes del cultivo de células a las que se les introduce un vector de alta expresion génica exdgena. Los
resultados mencionados anteriormente muestran que el vector de expresion de la presente invencion tiene capacidad
para sintetizar, en células huésped, colageno que tiene resistencia a pepsina, lo que es una caracteristica equivalente
al colageno hallado en el cuemo vivo.

Los métodos de produccion y purificacion de las proteinas estructurales de triple hélice de la presente invencion se
muestran a continuacion, sin limitarse a ellas.

Las células de mamifero usadas como célula huésped en la presente invencidon no estan particularmente limitadas,
pero son preferentemente células CHO o células HEK293.

El cultivo a gran escala de las células CHO o células HEK293 usadas en la presente invencidn se puede realizar por
cultivo por suspensién. Por ejemplo, de 1 x 10% a 1 x 10° células CHO recombinantes a las que se le introduce un vector
de expresién de colageno humano que contiene un gen de neomicina fosfotransferasa debilitado, gen de dihidrofolato
reductasa de ratén, y ADNc que codifica coldgeno humano o un péptido parcial det mismo se pueden cultivar en un
matraz de agitacion o un matraz agitador usando de 100 ml a 1 L de medio de cultivo. Después de cultivar estas células
durante un periodo de tiempo apropiado, se pueden extraer las proteinas de los sobrenadantes de cultivo recogidos en
grandes cantidades.

En los sobrenadantes de cultivo de células CHO recombinantes a las que se le introduce el vector de expresion de
colageno humano que contiene gen de neomicina fosfotransferasa debilitado, gen de dihidrofolato reductasa de ratén,
y ADNc que codifica colageno humano o un péptido parcial del mismo, no sélo existen moléculas de colageno
tricatenarias con una estructura de triple hélice, sino también coldgeno que no se ha formado en moléculas
tricatenarias normales. Como se ha mencionado anteriormente, las moléculas de coldgeno que no tienen una
estructura de triple hélice se digieren por pepsina. Por tanto, las moléculas de colageno que carecen de una estructura
de triple hélice se pueden retirar por digestidon con pepsina. Ademas, al mismo tiempo este tratamiento puede también
degradar y restirar las proteinas distintas de colageno en los sobrenadantes de cultivo. Usando las caracteristicas
mencionadas anteriormente, las proteinas distintas de colageno asi como el colageno que carece de una estructura de
triple hélice se pueden digerir y retirar por tratamiento directo con pepsina de las proteinas totales presentes en los
sobrenadantes de cultivo de células CHO recombinantes a las que se le introduce un vector de expresion de colageno
humano que contiene un gen de neomicina fosfotransferasa debilitado, un gen de dihidrofolato reductasa de raton, y
ADNCc que codifica colageno humano o un péptido parcial del mismo.
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En la presente invencion, el colageno humano de interés son todos los colagenos humanos que se conocen
actualmente, incluyendo colagenos de tipo | a XXI, y también incluye péptidos parciales de los mismos. El tipo de
colageno de la presente invencién no se limita particularmente, pero incluye, como ejemplos representativos, tipo |,
tipo |l tipo I1l, tipo IV, tipo V, tipo VII, tipo IX, tipo X, tipo XIl, tipo XVII, y tipo XVIll, y preferentemente tipo |, tipo Il, tipo
ill. Los tipos |, IV, V, IX 'y Xl consisten en dos o tres tipos de cadenas q, y los tipos Il, Ill, VI, XiI, XVIl y XVIil consisten
en un tipo de cadena a. Cada uno de ellos tiene la siguiente composicién molecular, tipo I: [a1(1)]2a2(1), tipo H: [a1(Ih)s,
tipo llI: [a1(liD]s, tipo IV: [a1(IV)02(1V), tipo V: [a1(V)]02(V) vy at(V)a2(V)a3(V), tipo VII: {a1(VH)]s, tipo IX:
at(X)a2(IX)a3(1X), tipo XI: a1(Xl)a2(X1)a3(Xl), tipo XIi: [a1{XIl)]s, tipo XVII: [a1(XVI)]s, o tipo XVIli: [a1(XVII)]3; sin
embargo, la composicién molecular del colageno de la presente invencién no esta particularmente limitada. Ademas, la
composicion molecular del coldgeno de la presente invencién no esta restringida a la del coldgeno natural, y puede
estar compuesta artificialmente de tres tipos diferentes de cadenas a.

La secuencia de nucleétidos de un ADN que codifica la cadena a1 de colageno de tipo | de la presente invencion esta
indicada en la SEQ ID NO: 1, la secuencia de nucleédtidos de un ADN que codifica la cadena a2 de colageno de tipo |
estd indicada en la SEQ ID NO: 4, la secuencia de nucleédtidos de un ADN que codifica la cadena at de colageno de
tipo |l esta indicada en la SEQ ID NO: 7, y la secuencia de nucleétidos de un ADN que codifica la cadena at de
colageno de tipo Il esta indicada en la SEQ ID NO: 10.

Los ADN que codifican el colageno de la presente invencién incluyen oligonucleétidos que tienen una cualquiera de las
secuencias de nucledtidos de SEQ ID NO: 1, 4, 7 y 10, y preferentemente incluyen oligonucledtidos que hibridan
selectivamente con oligonucleétidos que tienen una cualquiera de las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NO: 1, 4,
7 y 10. "Hibridar selectivamente" se refiere a moléculas que acidos nucleicos que hibridan con, forman hebras dobles
con, o0 se unen sustancialmente a una molécula que tiene una secuencia predeterminada (es decir, un segundo
oligonucleétido) presente en una muestra de ADN o ARN bajo condiciones de hibridacién de astringencia apropiada.
Las condiciones restrictivas son, por ejemplo, normalmente, condiciones de 42 °C, 2x SSC, y 0,1 % de SDS,
preferentemente condiciones de 50 °C, 2x SSC, y 0,1 % de SDS, y mas preferentemente condiciones de 65 °C, 0,1x
S8C, y 0,1 % de SDS, pero no estan particularmente limitadas a estas condiciones. Las condiciones que afectan a la
astringencia de la hibridacién pueden incluir factores plurales tales como la temperatura y la concentracién salina, y los
expertos en la técnica pueden seleccionar apropiadamente estos factores para lograr la astringencia mas apropiada.

El colageno producido por la presente invencién puede ser moléculas de procolageno en las que un propéptido se une
al extremo N y C terminal, o puede estar en una forma en la el propéptido es eliminado.

En la presente invencidn, "péptidos parciales de coldgeno" se refiere a polipéptidos que estan codificados por un 20 %
0 mas (por ejemplo, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 0 90 %) de los polinucleétidos de un ADNc que codifica el colaégeno. Los
péptidos también incluyen aquellos en los que las secuencias de aminoacidos del colageno estan parcialmente
modificadas o aquellos que tienen afiadida una secuencia de aminoacidos distinta de coldageno.

En la presente invencidn, “células de mamifero con una expresién de colageno baja" se refiere a células que producen
50 ng/ml de colageno o menos cuando se cultivan a una densidad de 1 x 10° células/ml; y ejemplos preferidos son las
células CHO y las células HEK293. En la presente invencién, "expresién alta" se refiere a la expresién de 10 pg/ml de
colageno o mas, preferentemente la expresion de 50 pg/ml o mas de colageno.

En la presente invencidn, “vector de alta expresién génica exdgena se refiere, por ejemplo a vectores que comprenden
un gen marcador débil seleccionable de farmacos en células de mamifero, de modo que el gen exdgeno llevado por el
vector se inserte selectivamente en una regién que se transcribe activamente del cromosoma en células de mamifero.
Estos vectores incluyen preferentemente el vector pNOW/CMV-AA. El vector pNOW/CMV-AA se conoce en JP-A
H10-179169. En la presente invencidn, el método de cultivo puede ser en cultivo de suspensién o de adhesion.

Toda la literatura de la técnica anterior citada en la presente memoria descriptiva esta incorporada en el presente
documento por referencia.

A continuacién en el presente documento, la presente invencion se describird mas especificamente usando ejemplos;
sin embargo, no se interpreta como estar limitados a ellos.

[Ejemplo 1] Preparacion del vector pNOW/CMV-AA
Se preparé el vector pNOW/CMV-AA usado por un procedimiento conocido (JP-A H10-179169).

[Ejemplo 2] Preparaciéon de vectores de expresion de colageno (1): aislamiento de ADNc de cadena at de tipo |
humano

El gen de colageno de cadena al de tipo | humano ya se ha clonado, y ya se ha informado de la secuencia de
nucleédtidos del mismo (Base de datos génica de EMBL, n.° de acceso: NM 000088). La secuencia se muestra en SEQ
ID NO: 1. Se ampilific6 el ADNc de a1 de tipo | humano a partir de ADNc derivado de testiculo humano por el
procedimiento de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ("PCR Technology®, publicado por Stockton Press
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(1989)). Especificamente, la secuencia de longitud completa de SEQ ID NO: 1 se amplificé por PCR usando ADNc
derivado de testiculo humano (Becton, Dickinson and Company) como plantilla y los oligonucleétidos de SEQ ID N.O:
2 (GCGGCCGCCACCATGTTCAGCTTTGTGGACCTCCG) y SEQ ID N.O: 3
(TTCTAGATTACAGGAAGCAGACAGGGCCAA) como cebadores. Mas especificamente, se llevé a cabo la reaccion
usando un kit de amplificacion de PCR comercialmente disponible (TaKaRa LATaq con tampdn GC: Takara Bio Inc.).
Se calent6 la mezcla de reaccion a 94 °C durante 5 minutos, y después se sometié a 35 ciclos de las siguientes tres
etapas: desnaturalizacién (94 °C, 20 segundos), alineamiento de cebadores (60 °C, 30 segundos) y amplificacién (72
°C, 3 minutos 30 segundos), seguido de un tratamiento adicional a 72 °C durante 7 minutos para finalizarla reaccién. A
continuacion en el presente documento, se llevaron a cabo todas las reacciones PCR en los ejemplos en el mismo
ciclo de reaccién. Se separ6 el producto de PCR obtenido por electroforesis en gel de agarosa y se ligé en un vector de
clonacién para productos de PCR (kits pT7Blue: Novagen Inc.) usando un kit de ligacién (kit de ligacién de ADN, ver.2:
Takara Bio Inc.). Después de que el ADN ligado se introdujera en la cepa de Escherichia coli XL-| Blue, el ADN
plasmidicose obtuvo cultivando las colonias resistentes a ampicilina aparecidas en medio LB agar (Difco Inc.). Se
escindié un fragmento de ADN que codifica el colageno de cadena a1l de tipo | humano a partir del ADN del plasmido,
y se ligé con un producto digerido con Not | y Xba | del vector pNOW/CMV-AA preparado en el ejemplo |, usando el kit
de ligacion de ADN, ver.2. Después de que el ADN ligado se introdujera en la cepa de Escherichia coli XL-I Blue, se
obtuvo el ADN plasmidico (pPNOW-hColla1, fig. 1) cultivando una colonia resistente a ampicilina que aparecié en medio
LB agar

[Ejemplo 3] Preparacion de vectores de expresion de colageno (2): aislamiento de ADNc de cadena a2 de tipo |
humano

El gen de colageno de cadena a2 de tipo | humano ya se ha clonado, y ya se ha informado de su secuencia de
nucledtidos del mismo (Base de datos génica de EMBL, n.° de acceso: NM 000089). La secuencia se muestra en SEQ
ID NO 4. Se amplificé el ADNc de a2 de tipo | humano a partir de ADNc derivado de higado humano por PCR.
Especificamente, la secuencia de longitud completa de SEQ ID NO: 4 se amplificé por PCR usando ADNc derivado de
higado humano (Wako Pure Chemical Industries, Ltd) como molde y los oligonucledtidos de SEQ ID NO: 5
(GCGGCCGCCACCATGCTCAGCTTTGTGGATACGCGGA) y SEQ ID NO: 6
(ACTAGTTTATTTGAAACAGACTGGGCCAAT) como cebadores. Se separé el producto de PCR resultante por
electroforesis en gel de agarosa y se ligé en un vector de clonacién para productos de PCR (kits pT7Blue: Novagen
Inc.) usando un kit de ligacién (kit de ligacion de ADN, ver.2: Takara Bio Inc.). Después de que el ADN ligado se
introdujera en la cepa de Escherichia coli XL-| Blue, se obtuvo el ADN plasmidico cultivando cuatro colonias resistentes
a ampicilina que aparecieron en medio LB agar (Difco Inc.). Se escindié un fragmento de ADN que codifica el colageno
de cadena a2 de tipo | humano a partir del ADN de plasmido, y se ligé en un vector pNOW/CMV-AA escindido con Not
I y Xba | usando el kit de ligacion de ADN, ver.2. Después de que el ADN ligado se introdujera en la cepa de
Escherichia coli XL-1 Blue, se obtuvo el ADN plasmidico (PNOW-hColla2, fig. 2) cultivando una colonia resistente a
ampicilina que aparecié en medio LB agar.

[Ejemplo 4] Preparacion de vector de expresion de colageno (3): aistamiento de ADNc de cadena a1 de tipo Il humano

El gen de colageno de cadena a1 de tipo || humano ya se ha clonado, y ya se ha informado de su secuencia de
nucleétidos del mismo (Base de datos génica de EMBL, n.° de acceso: NM 001844.1) La secuencia se muestra en
SEQ ID NO: 7. Se amplificé el ADNc a1 de tipo Il humano a partir de ADNc derivado de testiculo humano por PCR.
Especificamente, la secuencia de longitud completa de SEQ ID NO: 7 se amplificé por PCR usando ADNc derivado de
testiculo humano (Becton, Dickinson and Company) como molde y los oligonucledtidos de SEQ ID NO: 8
(GGCCCCGCGGTGAGCCATGATTCGCCTCG) y SEQ ID NO: 9 (TCTAGATTACAAGAAGCAGACCGGCCCTAT)
como cebadores. Se separé el producto de PCR obtenido por electroforesis en gel de agarosa y se ligé a un vector de
clonacién para productos de PCR (kits pT7Blue: Novagen Inc.) usando un kit de ligacién (kit de ligacion de ADN, ver.2:
Takara Bio Inc.). Después de que el ADN ligado se introdujera en la cepa de Escherichia coli XL-| Blue, se obtuvo el
ADN plasmidico cultivando cuatro colonias resistentes a ampicilina que aparecieron en medio LBagar (Difco Inc.). Se
escindio un fragmento de ADN que codifica el coldgeno de cadena a1 de tipo Il humano a partir del ADN de pldsmido,
y se ligé con el vector pPNOW/CMV-AA escindido con Not 1 y Xba | usando el kit de ligacion de ADN, ver.2. Después de
que el ADN ligado se introdujera en la cepa de Escherichia coli XL-l Blue, se obtuvo el ADN plasmidico
(PNOW-hColla1, fig. 3) cultivando una colonia resistente a ampicilina que aparecié en medio LB agar

[Ejemplo 5] Preparacion de vectores de expresion de colageno (4): aislamiento de ADNc¢ de cadena a1l de tipo il
humano

El gen de coladgeno de cadena a1l de tipo lll humano ya se ha clonado, y ya se ha informado de su secuencia de
nucleétidos del mismo (Base de datos génica de EMBL, n.° de acceso: X14420). La secuencia se muestra en SEQ ID
NO: 10. Se amplificé el ADNc a1 de tipo Illl humano a partir de ADNc derivado de higado humano por PCR.
Especificamente, la secuencia de longitud completa de SEQ ID NO: 10 se amplificé por PCR usando ADNc derivado
de higado humano (Wako Pure Chemical Industries, Ltd) como molde y los oligonucleétidos de SEQ ID NO: 11
(GCGGCCGCCACCATGATGAGCTTTGTGCAAAAGGGGA) y SEQ ID NO: 12
(TCTAGATTATAAAAAGCAAACAGGGCCAAC) como cebadores. Se separd el producto de PCR obtenido por
electroforesis en gel de agarosa y se ligé en un vector de clonacién para productos de PCR (kits pT7Blue: Novagen
Inc.) usando un kit de ligacion (kit de ligaciéon de ADN, ver.2: Takara Bio Inc.). Después de que el ADN ligado se
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introdujera en la cepa de Escherichia coli XL-1 Blue, se obtuvo el ADN plasmidico cultivando cuatro colonias resistentes
a ampicilina que aparecieron en medio LB agar. Se escindié un fragmento de ADN que cadifica el colégeno de cadena
a1 de tipo Il humano a partir del ADN de plasmido, y se ligé en el vector pNOW/CMV-AA escindido con Not | and Xba
| usando el kit de ligacion de ADN, ver.2. Después de que el ADN ligado se introdujera en la cepa de Escherichia coli
XL-1 Blue, se obtuvo el ADN plasmidico (pPNOW-hColllla1, fig. 4) cultivando una colonia resistente a ampicilina que
aparecié en medio LB agar

[Ejemplo 6] Produccién de colageno humano de tipo |: transferencia del gen de colageno humano de tipo | usando los
vectores de expresion pNOW-hColla1 y pNOW-hColla2, y establecimiento de clones primarios resistentes a G418.

Se transfirié un microgramo de cada uno de pNOW-hCollal y pNOW-hColla2 obtenidos en los ejemplos 2y 3a 1,5
millones de células CHO deficientes en DHFR (células DG44 CHO; proporcionadas por Dr. Gail Urlaub) en un matraz
de cultivo de 25 cm? por el método de lipofectina (reactivo de transfeccion Effectene, QIAGEN Inc.). Se llevé a cabo el
procedimiento de transferencia de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de 48 horas, se retiraron las
células por tratamiento con tripsina y se conté el nimero de células. Después, se diluyeron 5x1 0° células con 100 mi de
medio de Dulbecco modificado de Iscove que contenia 0,8 mg/ml de G418 y un 10 % de suero fetal bovino dializado, y
después se sembraron en diez placas de microvaloracién de 96 pocillos (960 pocillos), seguido de cultivo a 37 °C
durante tres semanas bajo la presencia de un 5 % de gas didxido de carbono. Se transfirieron las células vivas en 197
pocillos a placas de 24 pocillos con 1 ml de medio Dulbecco modificado de Iscove que contenia 0,8 mg/ml de G418 y
un 10 % de suero fetal bovino dializado y se cultivaron hasta confluencia. Después de desechar los sobrenadantes de
cultivo, se afadié 1 ml de PBS (Invitrogen Inc.) en cada pocillo, y se descartaron de nuevo los sobrenadantes de
cultivo. Se afiadieron 0,5 ml de ProCHO4 (Takara Bio Inc.), un medio CD para células CHO, a cada pocillo y se cultivé
a 37 °C durante 96 horas bajo la presencia de un 5 % de gas diéxido de carbono. Posteriormente, se examiné la
cantidad de colageno humano de tipo | producido en los sobrenadantes de cultivo.

[Ejemplo 7] Ensayo cuantitativo del colageno humano de tipo | producido en clones celulares transducidos con
pNOW-hCollat y pNOW-hColla2

Se ensayo la cantidad producida por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. Se mezclaron 12,5 pl del
sobrenadante de cultivo con un volumen igual de solucién de tratamiento de muestra Tris-SDSB-ME (Daiichi Pure
Chemicals Co., Ltd.), y se trat6 con calor a 95 °C durante 5 minutos. Se cargé la mezcla sobre un gel de poliacrilamida
con SDS (PAGEL, ATTO Inc.) y se fraccioné por electroforesis. Después de la electroforesis, se detecté el coldgeno
humano de tipo | en el gel de poliacrilamida y se cuantificé tratando el gel con solucién de tincién azul brillante de
Coomassie (Amersham Biosciences). Como control comparativo, se usaron de 12,5 pg/mi a 100 pg/ml de colageno
humano de tipo | (Cosmo Bio Co., Ltd.) tratado de la misma manera.

[Ejemplo 8] Produccion de colageno humano de tipo |

Entre las lineas celulares resistentes a G418, se estabilizé un clon celular que produjo la mayor cantidad de colageno
humano de tipo | efectuando pases y cultivando. El nivel de colageno humano de tipo | producido fue de 85 pg/ml de
medio de cultivo (cuatro dias).

[Ejemplo 9] Andlisis de SDS-PAGE de coldgeno humano de tipo | recombinante en sobrenadantes de cultivo

Se ajusté el clon celular que producia masivamente coldgeno humano de tipo | obtenido por amplificacién genética
hasta 1 x 10° células/ml en un matraz de cultivo de 25 cm* usando la solucién de cultivo celular IS CHO-CD (IS Japan
Co., Ltd.). Después de cultivar a 37 °C durante 96 horas bajo la presencia de un gas diéxido de carbono al 5 %, se
recogié el fluido de cultivo. Se retiraron las células por centrifugacion para obtener un sobrenadante de cultivo. Se
mezclaron 12,5 yl del sobrenadante de cultivo con un volumen igual de solucién de tratamiento de muestra
Tris-SDSB-ME (Daiichi Pure Chemicals Co., Ltd.), y se traté con calor a 95 °C durante 5 minutos. Se cargé la mezcla
sobre un gel de poliacrilamida con SDS (PAGEL, ATTO Inc.) y se fraccioné por electroforesis. La electroforesis en gel
de poliacrilamida con SDS descrita a continuacién se llevé a cabo de la misma manera. Después de que terminara la
electroforesis, se detecté el coldgeno humano de tipo | en el gel de poliacrilamida tratando el gel con solucién de tincién
azul brillante de Coomassie (Amersham Biosciences). Se usaron 100 pg/ml de colageno humano de tipo | tratado de la
misma manera como control comparativo. La fig. 5 muestra el resultado del andlisis de SDS-PAGE del sobrenadante
de cultivo obtenido a partir del clon celular que produce colageno humano de tipo |. Los polipéptidos de 150 y 170 kDa
que pueden ser cadenas al de colageno humano de tipo | recombinante, y los polipéptidos de 130 y 150 kDa que
pueden ser cadenas a2 de colageno humano de tipo | recombinante se detectaron en el sobrenadante de cultivo.

[Ejemplo 10} Digestién con pepsina y andlisis SDS-PAGE de coldgeno humano de tipo | recombinante en el
sobrenadante de cultivo

La digestion con pepsina del sobrenadante de cultivo obtenido a partir del clon celular que produce colageno humano
de tipo | se llevd a cabo afiadiendo acido acético al 99,7 % al sobrenadante hasta una concentracioén final de 0,5 My
luego la pepsina (Sigma Inc.) hasta una concentracion final de 24 unidades/mi, seguido por incubacién a 20 °C durante
dos horas. La digestién con pepsina descrita a continuacion se llevé a cabo de la misma manera. Se analizé la muestra
obtenida de la digestién con pepsina por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. 185 ug/ml de colageno
humano de tipo | recombinante disponible comercialmente (Beckton, Dickinson and Company) se usaron como control
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comparativo. La fig. 6 muestra el resultado analitico de los productos digeridos con pepsina por electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS. Como se observé con el atelocolageno humano de tipo | disponible comercialmente, cuando
se traté con pepsina, se detectd el colageno humano de tipo 1 recombinante en el sobrenadante de cultivo como
polipéptidos de 130 y 120 kDa, que puede ser de cadena al y a2, respectivamente. Estos hechos mostraron que el
coldgeno humano de tipo | recombinante que tiene una resistencia a pepsina sustancialmente equivalente a la del tipo
natural estaba contenido en el sobrenadante de cultivo obtenido a partir del clon celular que produce colageno humano
de tipo I.

[Ejemplo 11] Andlisis por Western blot del colageno humano de tipo | recombinante en el sobrenadante de cultivo

Se sumergio el gel de poliacrilamida después de la electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS en un tampoén de
transferencia, y después se transfirié el coldgeno humano de tipo | en el gel de poliacrilamida a una membrana de
PVDF por un procedimiento convencional. Después del bloqueo con Block Ace, se hizo reaccionar la membrana con 2
pg/mi de un anticuerpo contra la cadena a1 del colageno humano de tipo | y después con un anticuerpo de IgG
anti-cabra marcado con peroxidasa de rabano picante (HRP). Se detectaron los anticuerpos que reaccionaron por un
procedimiento que usa el reactivo de peroxidasa TMB para detectar la actividad de HRP (Funakoshi Co.). Se usaron
50 pg/ml de coldgeno humano de tipo | recombinante (Beckton, Dickinson and Company) como control comparativo.
Se detect6 la cadena a2 del colageno humano de tipo | usando un anticuerpo contra la cadena a2 del colageno
humano de tipo | en lugar de un anticuerpo de cadena a1l del coldgeno humano de tipo |. Se usaron 10 ug/mi de
colageno humano de tipo | como control comparativo. La fig. 7 muestra el resultado del analisis por Western blot. Un
polipéptido de 170 kDa que puede ser una cadena at del coldgeno humano de tipo | que se puede unir por un
anticuerpo anti-cadena a1 del colageno humano de tipo | y los polipéptidos de 130 y 150 kDa que pueden ser cadenas
02 de colageno humano de tipo | recombinante que se pueden unir por un anticuerpo anti-cadena a2 del colageno
humano de tipo |, se detectaron en el sobrenadante de cultivo.

[Ejemplo 12] Purificacién de colageno humano de tipo | en el sobrenadante de cultivo
Se purificaron 100 ml del sobrenadante de cultivo que contenia coldgeno humano de tipo | como sigue.

Se concentraron los 100 ml de sobrenadante de cuitivo filtrados a través de un filtro de membrana de 0,45 ym
(Millipore Co.) hasta 30 ml por centrifugacién a 3.000 rpm a 4 °C usando un filtro de concentracién para centrifuga
(VIVASPIN20 (MWCO 10,000): Sartorius).

Se llevé a cabo el desalado afiadiendo gradualmente 30 ml de solucién de sulfato de amonio al 90 % al sobrenadante
de cultivo concentrado anterior mientras se agitaba a 4 °C. Después de que se afadiera toda la solucién de sulfato de
amonio, se agitd adicionalmente la mezcla durante una hora. Después, se dej6 que la muestra permaneciera en hielo
durante una hora, y después se centrifugé a 18.000 rpm, 4 °C durante 30 minutos en una centrifuga refrigerada de alta
velocidad. Se insolubiliz6 el colageno en la solucién desalando y floté sobre la superficie de la solucién, y después se
recogid y se solubilizé completamente en § ml de D-PBS (Sigma Co.). Se filtré esta solucién a través de un filtro de
membrana de 0,45 ym (Millipore Co.), y después se purificé por filtracion en gel usando Superose 6 (Amersham
Biosciences) equilibrada con D-PBS, y se aislé el primer pico. Se concentré la fraccion de pico recogida
aproximadamente 20 veces usando VIVASPING (MWCO 100.000). Se afiadié una cantidad apropiada de D-PBS a la
solucién de colageno concentrada para concentracion adicional, y se retiraron los fragmentos de peso molecular bajo.
Se repiti6 esta adicion de D-PBS al menos tres veces 0 mas.

Se concentrd una solucién de colageno purificada obtenida a partir del sobrenadante de cultivo de 100 ml original
hasta aproximadamente 300 pl y se sometid a electroforesis por SDS-PAGE para confirmar su pureza.

{Ejemplo 13] Prueba de produccién de colageno humano de tipo lI: transferencia del gen de colageno humano de tipo
Il usando el vector de expresién pNOW-hCollla1 y establecimiento de clones primarios resistentes a G418.

Se transfirié un microgramo de pNOW-hColllal en 1,5 millones de células CHO-DG44 en un matraz de cultivo de 25
cm? usando un método con lipofectina. Se llevé a cabo el método de transferencia de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Después de 48 horas, se retiraron las células por tratamiento con tripsina y se conté el nimero de céluias.
se diluyeron 5x10° células con 100 ml de medio de Dulbecco modificado de Iscove que contenia 0,8 mg/ml de G418 y
un 10 % de suero fetal bovino dializado, y después se sembraron en diez placas de microvaloracién de 96 pocillos (960
pocillos), seguido de cultivo a 37 °C durante tres semanas bajo la presencia de un 5 % de gas diéxido de carbono. Se
transfirieron las células vivas en 126 pocillos a placas de 24 pocillos con 1 ml de medio Dulbecco modificado de Iscove
que contenia 0,8 mg/ml de G418 y un 10 % de suero fetal bovino dializado y se cultivaron hasta la confluencia.
Después de que se desecharon los sobrenadantes de cultivo, se afiadié 1 ml de PBS (Invitrogen Inc.) en cada pocillo,
y se descartaron de nuevo los sobrenadantes de cultivo. Se afadieron 0,5 ml de ProCHO4 (Takara Bio Inc.), un medio
CD libre de suero para células CHO, a cada pocillo y se cultivé a 37 °C durante 96 horas bajo la presencia de un 5 % de
gas diéxido de carbono. A continuacién, se examiné la cantidad de coldgeno humano de tipo Il producido en los
sobrenadantes de cultivo.

[Ejemplo 14] Ensayo cuantitativo del colageno humano de tipo Il producido en clones celulares transducidos con
pNOW-hCollla1
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Se ensayd la cantidad producida por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. Se mezclaron 7,5 ui del
sobrenadante de cultivo con un volumen igual de solucién de tratamiento de muestra Tris-SDSB-ME (Daiichi Pure
Chemicals Co., Ltd.), y se traté con calor a 95 °C durante 5 minutos. Se cargé la mezcla sobre un gel de poliacrilamida
con SDS (PAGEL, ATTO Inc.) y se fracciond por electroforesis. Después de que finalizara la electroforesis, se detecté
el colageno humano de tipo Il en el gel de poliacrilamida y se cuantificé tratando el gel con solucién de tincién azul
brillante de Coomassie (Amersham Biosciences). Como control comparativo, se usaron de 12,5 pg/ml a 100 pyg/mi de
colageno humano de tipo |l {Cosmo Bio Co., Ltd.) tratado de la misma manera.

[Ejemplo 15] Amplificacion de genes en lineas celulares resistentes a G418

Entre las lineas celulares resistentes a G418, se estabiliz un clon celular que producia la mayor cantidad de colageno
humano de tipo Il efectuando pases y cultivando, y después se llevé a cabo una amplificacion de genes usando MTX.
Primero, se llevé a cabo la amplificacion en un medio que contenia MTX 5 nM durante una semana, un medio que
contenia MTX 25 nM durante una semana, un medio que contenia MTX 50 nM durante una semana, un medio que
contenia MTX 250 nM durante tres semanas y un medio que contenia MTX 1 pM durante tres semanas. Como
resultado, el nivel de produccidn de coldgeno humano de tipo Il se incrementé hasta 70 ug/ml de medio de cultivo
(cuatro dias) cuando MTX alcanzé 25 nM. En general, se usan concentraciones de MTX multiples de entre 10 nMy 10
UM para la amplificacién de genes, y 10 uM a menudo se usa como concentracién final. Sin embargo, la exposicién a
una concentracion alta es problematica cuando se establecen lineas celulares recombinantes estables debido a la
toxicidad celular. Por tanto, también es importante que se logre el criterio de productividad alta a concentraciones de
MTX bajas, y por tanto, en este experimento se usaron concentraciones de hasta 1 yM. Ademas, aunque el periodo de
exposicion a MTX, incluyendo la seleccion, normalmente es de seis a doce meses, el presente experimento se realizé
aproximadamente en nueve semanas. A pesar de estas condiciones experimentales, se encontrd que la cantidad de
coldgeno humano de tipo Il producido se incrementé eficazmente. La amplificacién de genes en las lineas celulares
resistentes a G418 descrita a continuacion se llevd a cabo de la misma manera.

[Ejemplo 16] Andlisis de colageno humano de tipo Il recombinante en el sobrenadante de cultivo por electroforesis en
gel de poliacrilamida con SDS

Se ajusté el clon celular que producia masivamente colégeno humano de tipo Il obtenido por amplificacién de genes
hasta 1 x 10° células/ml en un matraz de cultivo de 25 cm” usando la solucién de cultivo celular IS CHO-CD (IS Japan
Co., Ltd.). Después de cultivar a 37 °C durante 96 horas bajo la presencia de un gas diéxido de carbono al 5 %, se
recogié el fluido de cultivo y se retiraron las células por centrifugacién para obtener un sobrenadante de cultivo. Se
mezclaron 7,5 pl del sobrenadante de cultivo con un volumen igual de soluciéon de tratamiento de muestra
Tris-SDSB-ME (Daiichi Pure Chemicals Co., Ltd.), y se traté con calor a 95 °C durante 5 minutos. Se cargé la mezcla
sobre un gel de poliacrilamida con SDS (PAGEL, ATTO Inc.) y se fraccioné por electroforesis. La electroforesis en gel
de poliacrilamida con SDS descrita a continuacion se llevé a cabo de la misma manera. Después de que terminara la
electroforesis, se detectd el colageno humano de tipo Il en el gel de poliacrilamida tratando el gel con solucion de
tincién azul brillante de Coomassie (Amersham Biosciences). Se usaron 100 pg/ml de colageno humano de tipo |l
(Cosmo Bio Co., Ltd.) tratado de la misma manera como control comparativo. La fig. 8 muestra el resultado del andlisis
de SDS-PAGE del sobrenadante de cultivo obtenido a partir del clon celular que produce colageno humano de tipo Il.
Los polipéptidos de 170 y 200-kDa que pueden ser colageno humano de tipo Il recombinante se detectaron en el
sobrenadante de cultivo.

[Ejemplo 17] Andlisis por Western blot del colageno humano de tipo |l recombinante en el sobrenadante de cultivo

Se sumergid el gel de poliacrilamida después de la electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS en un tampén de
transferencia, y después se transfirié el colageno humano de tipo Il en el gel de poliacrilamida a una membrana de
PVDF por un método convencional. Después del bloqueo con Block Ace, se hizo reaccionar la membrana con 1 pg/mi
de un anticuerpo contra la cadena del colageno humano de tipo Il (Cosmo Bio Co., Ltd.) y después con un anticuerpo
de IgG anti-ratén marcado con peroxidasa de rabano picante (HRP). Se detectaron los anticuerpos que reaccionaron
por un método de deteccién de la actividad de HRP usando el reactivo de peroxidasa TMB (Funakoshi Co.). Se usaron
10 pg/ml de colageno humano de tipo 1l (Cosmo Bio Co., Ltd.) como control comparativo. El polipéptido de 170 kDa
que puede ser colageno humano de tipo Il recombinante que se puede unir a un anticuerpo contra la cadena de
colageno humano de tipo Il se detecté en el sobrenadante de cultivo (fig. 9).

[Ejemplo 18] Digestion con pepsina y analisis de SDS-PAGE y analisis por Western blot de coldgeno humano de tipo i
recombinante en el sobrenadante de cultivo

Se analizé una muestra obtenida de la digestién con pepsina por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. Se
usaron 100 pg/ml de colageno humano de tipo Il (Cosmo Bio Co., Ltd.) como control comparativo. La fig. 10 muestra el
resultado de analizar los productos digeridos con pepsina por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. Como
se observé con el atelocoldgeno humano de tipo Il disponible comercialmente, cuando se traté con pepsina, el
colageno humano de tipo 1l recombinante en el sobrenadante de cultivo se detecté como un polipéptido de 130 kDa.
Estos hechos mostraron que el colageno humano de tipo Hl recombinante que tiene una resistencia a pepsina
sustancialmente equivalente a la del tipo natural estaba contenido en el sobrenadante de cultivo obtenido a partir del
clon celular que produce colageno humano de tipo 1. Se obtuvieron los mismos resultados por Western biot (fig. 11).
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[Ejemplo 19] Prueba de produccién de coldgeno humano de tipo 1lI: transferencia de gen de colageno humano de tipo
1ll usando el vector de expresién pNOW-hCollllat y establecimiento de clones primarios resistentes a G418.

Se transfirié un microgramo de pNOW-hColllla1 en 1,5 millones de células CHO-DG44 en un matraz de cultivo de 25
cm? por un procedimiento con lipofectina. Se llevd a cabo el procedimiento de transferencia de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Después de 48 horas, se retiraron las células por tratamiento con tripsina y se conté el
nimero de células. Después, se diluyeron 3x 10° células con 100 mi de medio de Dulbecco modificado de Iscove que
contenia 0,8 mg/ml de G418 y un 10 % de suero fetal bovino dializado, y se sembraron en diez placas de
microvaloracion de 96 pocillos (960 pocillos), seguido de cultivo a 37 °C bajo la presencia de un 5 % de gas diéxido de
carbono durante tres semanas. Como resultado, sélo se encontraron células vivas en 117 pocillos (resistentes a
G418). Se transfirieron las células vivas a placas de 24 pocillos con 1 ml de medio Dulbecco modificado de Iscove que
contenia 0,8 mg/ml de G418 y un 10 % de suero fetal bovino dializado y se cultivé hasta confluencia. Después de que
se desecharon los sobrenadantes de cultivo, se afadié 1 ml de PBS (Invitrogen Inc.) en cada pocillo, y se descartaron
de nuevo los sobrenadantes de cultivo. Se afadieron 0,5 ml de CHO-S-SFM Il (Invitrogen Inc.), un medio libre de suero
para células CHO, a cada pocillo y se cultivé a 37 °C durante 72 horas bajo la presencia de un 5 % de gas didxido de
carbono. Posteriormente, se examiné la cantidad de colageno humano de tipo lll producido en los sobrenadantes de
cultivo.

[Ejemplo 20] Ensayo cuantitativo del colageno humano de tipo Ill producido en clones celulares transducidos con
pNOW-hColllla1

Se sometié a ensayo la cantidad producida por un procedimiento de transferencia en mancha. Se manché una
membrana de nailon con | yl de sobrenadante de cultivo de 72 horas, 1 pl cada de cada colageno humano de tipo Iii
disponible comercialmente ( Beckton, Dickinson and Company) 2x diluido (de 0,125 a 8 pg/ml) en un medio libre de
suero para células CHO, CHO-S-SFM I, y un 1 ul de CHO-S-SFM Il solo; y después se secé en aire durante una hora.
Después del bloqueo con Block Ace, se hizo reaccionar la membrana con 1 ug/ml de un anticuerpo anti-colageno
humano de tipo Ill (Cosmo Bio Co., Ltd) y después con un anticuerpo de IgG anti-ratén marcado con HRP. Se
detectaron los anticuerpos que reaccionaron por un procedimiento de deteccién de la actividad de con el reactivo
SuperSignal West Pico usando Lumino Capture.

[Ejemplo 21] Ampilificacion de genes en lineas celulares resistentes a G418

Entre las lineas celulares resistentes a G418, se estabilizé un clon celular que producia la mayor cantidad de colageno
humano de tipo Il efectuando pases y cultivando, y después se lievé a cabo una amplificacién de genes con MTX. Se
llevé a cabo la amplificacidon de genes primero en un medio que contenia MTX 15 nM durante dos semanas, un medio
que contenia MTX 60 nM durante dos semanas, un medio que contenia MTX 250 nM durante dos semanas, y un
medio que contenia MTX 1 uM durante cuatro semanas. Como resultado, el nivel de produccién de colageno humano
de tipo 1l se incrementd hasta 225 pg/ml de medio de cultivo (tres dias).

[Ejemplo 22] Analisis SDS-PAGE del colageno humano de tipo il recombinante en el sobrenadante de cultivo

Se ajusté el clon celular que producia masivamente colégeno humano de tipo 1l obtenido por amplificacién de genes
hasta 1 x 10° células/ml en un matraz de cultivo de 25 cm? usando el medio de cultivo IS CHO-CD (IS Japan Co., Ltd.).
Después de cultivar a 37 °C durante 96 horas bajo la presencia de un gas diéxido de carbono al 5 %, se recogi6 el
fluido de cultivo y se retiraron las células por centrifugacion para obtener un sobrenadante de cultivo. Se mezclaron 6,0
pl del sobrenadante de cultivo con un volumen igual de solucién de tratamiento de muestra Tris-SDSB-ME (Daiichi
Pure Chemicals Co., Lid.), y se traté con calor a 95 °C durante 5 minutos. Se cargé la mezcla sobre un gel de
poliacrilamida con SDS (PAGEL, ATTO Inc.) y se fraccioné por electroforesis. La electroforesis en gel de poliacrilamida
con SDS descrita a continuacion se llevé a cabo de la misma manera. Después de que terminara la electroforesis, se
detect6 el coldgeno humano de tipo 1ll en el gel de poliacrilamida tratando el gel con solucion de tincion azul brillante de
Coomassie (Amersham Biosciences). Se usaron 100 pg/ml de colageno humano de tipo I (Beckton, Dickinson and
Company) tratado de la misma manera como control comparativo. La fig. 12 muestra el resultado del analisis de
SDS-PAGE del sobrenadante de cultivo obtenido a partir del clon celular que produce colageno humano de tipo Ili. Los
polipéptidos de 140 y 170 kDa que pueden ser coldgeno humano de tipo Il recombinante se detectaron en el
sobrenadante de cultivo.

[Ejemplo 23] Andlisis por Western blot del colageno humano de tipo lil recombinante en el sobrenadante de cultivo

Se sumergi6 el gel de poliacrilamida después de la electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS en un tampén de
transferencia, y después se transfirié el colageno humano de tipo Il en el gel de poliacrilamida a una membrana de
PVDF por un procedimiento convencional. Después del bloqueo con Block Ace, se hizo reaccionar la membrana con 1
Hg/ml de un anticuerpo contra la cadena del coldgeno humano de tipo Ill (Cosmo Bio Co., Ltd) y después con un
anticuerpo de IgG anti-ratén marcado con peroxidasa de rdbano picante (HRP). Se detectaron los anticuerpos que
reaccionaron por un procedimiento de deteccién de la actividad de HRP usando el reactivo de peroxidasa TMB
(Funakoshi Co.). Se usaron 100 pg/ml de colageno humano de tipo Il (Beckton, Dickinson and Company) como control
comparativo. Los polipéptidos de 140 y 170 kDa que pueden ser coldgeno humano de tipo Il recombinante que se
pueden unir a un anticuerpo contra la cadena de colageno humano de tipo Ill se detectaron en el sobrenadante de
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cultivo (fig. 13).

Como se observé con el atelocolageno humano de tipo lll disponible comercialmente (Beckton, Dickinson and
Company), cuando se traté con pepsina, el colageno humano de tipo Il recombinante en el sobrenadante de cultivo se
detecté como un polipéptido de 130 kDa. Estos hechos mostraron que el colageno humano de tipo Il recombinante
que tiene una resistencia a pepsina sustancialmente equivalente a la del tipo natural estaba contenido en el
sobrenadante de cultivo obtenido a partir del clon celular que produce colageno humano de tipo I!1.

[Ejemplo 24] Purificacion de colagenos humanos de tipo | y de tipo lll en los sobrenadantes de cultivo

Se llevé a cabo la purificacién usando 100 ml del sobrenadante de cultivo que contenia coldgeno humano de tipo | o de
tipo Ill en el ejemplo 12. Se concentré una solucién de colageno purificada obtenida del sobrenadante de cultivo de 100
ml original hasta aproximadamente 300 ul y se sometio a electroforesis por SDS-PAGE para confirmar su pureza. (fig.
14).

Aplicabilidad industrial

La presente invencién puede proporcionar vectores de expresion y células que producen coldgeno humano que
permiten la produccién de colageno humano recombinante que tiene una calidad alta y que est4 mas préximo al de tipo
natural. La invencién también puede proporcionar células que producen colageno humano con estructura de triple
hélice.

Los métodos de produccion de la presente invencidén no sélo se pueden aplicar a colageno sino también a proteinas
que tienen una estructura de triple hélice, tales como colectina.

Ademas, el método de produccién de coldgeno de la presente invencién se puede usar para producir grandes
cantidades de colageno con estructura de triple hélice con una composicion molecular novedosa, que no se puede
producir (o no se ha descubierto) en la naturaleza, expresando simultdneamente diferentes tipos de cadenas a. El
colageno con estructura de triple hélice con una composicién molecular novedosa puede tener propiedades que son
diferentes de las del coldgeno conocido, y por lo tanto se espera que se pueda aplicar como un material nuevo.
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<400> 1
atgttcagct

cacggccaag
gtacagaacg
tgcgtctgceg
tgccccggceg
tcacccaccg
ggcccaagag
cccggacccc
ccccagetgt
atgggtccct
ttccaaggtc
ggtcccccag
cctggtgagce
ctccctggaa
ggtcctgcetg
atgggccccc
gctcgtggaa
ggtcctectg
cgaggctctg

ttgtggacct
aggaaggcca
gcctcaggta
acaacggcaa
ccgaagtccc
accaagaaac
gacccgeagg
ccggaccecc
cttatggcta
ccggtcctcg
cccctggtga
gtccccctgg
gtgggcctcc
tgaagggaca
gtcctaaggg
gtggcctgec
atgatggtgc
gcttccctgg

aaggtcccca

ccggctectg
agtcgagggc
ccatgaccga
ggtgttgtgc
cgagggcgag
caccggcgtc
ccceectgge
cggacctccc
tgatgagaaa
tggtctecct
gcctggegag
aaagaatgga
tgggcctcag
cagaggtttc
tgagcctggc
tggtgagaga
tactggtgct
tgctgttggt
9ggtgtgcgt
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ctcctcttag
caagacgaag
gacgtgtgga
gatgacgtga
tgctgtcecg
gagggaccca
cgagatggca
ggaccccctg
tcaaccggag
ggcccecctg
cctggagcett
gatgatgggg
ggtgcccgag
agtggtttgg
agccctggtg
ggtcgecectg
gecegggeccc
gctaagggtg
ggtgagcctg
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cggccaccge
acatcccacc
aacccgagcec
tctgtgacga
tctgccccga
agggagacac
tccctggaca
gcctcggagg
gaatttccgt
gtgcacctgg
caggtcccat
aagctggaaa
gattgcccgg
atggtgccaa
aaaatggagc
gagcccctgg
ctggtcccac
aagctggtcc

gcecececectgg

cctcctgacg
aatcacctgc
ctgccggatc
gaccaagaac
cggctcagag
tggcccccga
gcctggactt
aaactttgct
gcctggeece
tccccaagge
gggtccccga
acctggtcgt
aacagctggc
gggagatgct
tcctggtcag
ccctgetggt
cggccecgct
ccaagggcecc

ccctgetggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140



gctgctggcc
ggtgctcctg
cagggccccg
agcaaaggag
ggccctgetg
cccggaccec
gttgctggtc
ggatctcctg
actggaagcc
caagatggtc
ggattccctg
ccecggacccc
ccccetggec
ggattccagg
cagggtgttc
ttccctggeg
ggtgctcccg
cagggcgccc
cctaagggtg
ggcgtccgtg
aagggtgaaa
gaccgtggtg
ggccaacctg
cctggeectyg
gccaaaggtg
ggccgagtcg
gctggcaaag
gaagttggtc
ggtcctgctg
gtcggcectge
gaacctggca
ggcceccctg
gaaggttccc

cccgctggac

ctgctggaaa
gtattgctgg
gcggeectcec
acactggtgc
gagaggaagg
ctggcgageg
ccaagggtcc
gtgaagctgg
ctggcagecec
gccccggacc
gacctaaagg
ctggcgcetgt
ctgctggtcc
gtctccctgg
ctggagacct
agcgtggtgt
gcaacgatgg
ctggccttca
acagaggtga
gtctgaccgg
gtggtcccag
agcctggtcc
gtgctaaagg
ccggacccgce
ctcgcggceag
gtcctcctgg
aaggcggcaa
ccectggrcece
gtgctcctgg
ctggtcagag
aacaaggtcc
gattggctag
ctggacgaga
cccctggtge
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ccctggtget
tgctcetgge
tggtcccaag
taagggagag
aaagcgagga
tggtggacct
cgctggtgaa
tcgtcceggt
tggtcctgat
cccaggcecca
tgctgctgga
cggtcctget
cgctggcgag
tcctgetggt
tggcgcccect
gcaaggtccc
tgctaagggt
gggaatgcct
tgctggtccc
ccccattggt
cggccctget
ccceggecct
cgaacctggt
tggaccccct
cgctggtccc
cccctctgga
aggtccccgt
ccctggecct
tactcccggg
aggagagaga
ctctggagcea
accccctggt
cggttctcct
tcctggtget

gatggacagc
ttccctggtg
ggtaacagcg
cctggccctg
gctcgaggtg
ggtagccgtg
cgtggttctc
gaagctggtc
ggcaaaactg
cctggtgecc
gagcccggca
ggcaaagatg
agaggtgaac
cctccaggtg
ggcccctctg
cctggtcctg
gatgctggtg
ggtgaacgtg
aaaggtgctg
cctcctggec
ggtcccactg
gctggctttg
gatgctggtg
ggccecattg
cctggtgcta
aatgctggac
ggtgagactg
gctggcgaga
cctcaaggta
ggcttccctg
agtggtgaac
gaatctggac

ggcgccaagg
cctggtgccc
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ctggtgctaa
cccgaggecce
gagaacctgg
ttggtgttca
aacccggacc
gtttccctgg
ctggccctgce
tgcctggtge
gccececectgg
gtggtcaggc
aggctggaga
gagaggctgg
aaggccctge
aagcaggcaa
gagcaagagg
ctggtccccg
ccectggagce
gtgcagctgg
atggctctcc
ctgctggtgce
gagctcgtgg
ctggcccccc
ctaaaggcga
gtaatgttgg
ctggtttccc
cccctggecc
gccctgctgg
aaggatcccc
ttgctggaca
gtcttcctgg
gtggtcccce
gtgagggggc
gtgaccgtgg
ctggccccgt

aggtgccaat
ctctggaccc
tgctcctggc
aggaccccct
cactggcctg
cgcagatggt
tggccccaaa
caagggtctg
tcecegecggt
tggtgtgatg
gcgaggtgtt
agctcaggga
tggctccecc
acctggtgaa
cgagagaggt
aggggccaac
tcccggtage
tcttccaggg
tggcaaagat
ccctggtgac
tgcccccgga
tggtgctgac
tgctggtcecc
tgctcctgga
tggtgctgct
tcctggtect
acgtcctggt
tggtgctgat
gcgtggtgtg
cccctctggt

tggtcccatg

tcctggtgcc
tgagaccgge
tggecctget

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180



10

15

20

25

ggcaagagtg
gttggcgccc
gaacagggcg
ggccctectg
cgaggtcccc
cccattgggce
ggccctectg
ctgccccage
gccaatgtgg
cagatcgaga
gacctcaaga
ggctgcaacc
taccccactc
aagaggcatg
cagggctccg
gaggcctccc
actggcaacc
gagggcaaca
gcctggggca
gatgtggccc

gtctgcttec

<210> 2
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

gtgatcgtgg
gtggccccge
acagaggcat
gctctcctgg
ctggctetge
cccctogtec
gacctcctag
cacctcaaga
ttcgtgaceg
acatccggag
tgtgccactc
tggatgccat
agcccagtgt
tctggttcgg
accctgccga
agaacatcac
tcaagaaggc
gcegetteac
agacagtgat
cctrggacgt
tgtaa
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tgagactggt
cggaccccaa
aaagggtcac
tgaacaaggt
tggtgctcct
tcgeggtege
tccecectggt
gaaggctcac
tgacctcgag
cccagagggc
tgactggaag
caaagtcttc
ggcccagaag
cgagagcatg
tgtggccatc
ctaccactgc
cctgctecte
ctacagcgtc
tgaatacaaa

tggtgcccca

cctgetggtc
ggccccegtg
cgtggcttct
ccctctggag
ggcaaagatg
actggtgatg
cctcccageg
gatggtggcc
gtggacacca
agccgcaaga
agtggagagt
tgcaacatgg
aactggtaca
accgatggat
cagctgacct
aagaacagcg
cagggctcca
actgtcgatg
accaccaaga

gaccaggaat

<223> Una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 2

gcggcecgceca ccatgttcag ctttgtggac cteecg

<210> 3
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 3

ttctagatta caggaagcag acagggecaa

<210> 4
<211> 4101

16

ccgeeggtec
gtgacaaggg
ctggcctcca
cctctggtec
gactcaacgg
ctggtcctgt
ctggtttcga
gctactaccg
ccctcaagag
acccegeecg
actggattga
agactggtga
tcagcaagaa
tccagttcga
tcctgegect
tggcctacat
acgagatcga
gctgcacgag
cctcecgect

tcggcttcga

tgtcggecct

-tgagacaggc

gggtccccct
tgctggtccc
tctccetgge
tggtccccce
cttcagcttc
ggctgatgat
cctgagccag
cacctgccgt
ccccaaccaa
gacctgcgtg
ccccaaggac
gtatggcggc
gatgtccacc
ggaccagcag
gatccgcgcec
tcacaccgga
gcccatcatc

cgttggccct

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4395

35

30



<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4
atgctcaget

acatgccaat
cgtggagaaa
cctectggte
tatgatggaa
ccacctggtg
ggtgaacctg
gctggtgaag
ccacagggty
ggacacaatg
cctggtgece
gagagaggac
ggtcccgtgg
cetggeccca
cccegtggtg

ggagcaaacq

cceggectec

gccagaggac
ggtgagcccg
agaggcccta
agtcctggtt
ggtagtcgtg
cctggggagc
£ccgetggaa
ggccccgetg
actggtgatc
gctccaggte
ggtggaaaag
tcaggteecy
cteectggte

ggtcctactg

Ttgtggatac
ctttacaaga
ggggtccacc
cacctggtcc
aaggaqgttgg
cagctggage
gtcaaactgg
atggtcaccc
cregtggtet
gtctggatgg
ctggtgaaaa
gtgttggtgc
gtcctgetgg
agggtgaaat
aagtgggtct
gccttactgg
ctggaccceg
ttgttggtga
gctctgetgg
atggggaagc
ctegtggect
gtgcaagtgg
ctggtctcat
aagaaggtcc
gagcaagagg
ctggcaaaaa
ctgatggaaa
gtgaacaggg
ctggtgaagt
ctgctggtec
gtcctattgg

gcggactttg
ggaaactgta
aggcccccca
tectggeecc
acttggcect
cccaggecct
tcctgeaggt
tggaaaaccc
ccctggaact
actgaaggga
tggaactcca
ccctggecca
tcccattgag
tggagctgtt
tccaggectc
tgccaagagt
cggtattcct
geetggteca
gccccaaggt
tggatctgec
tcctggaget
ccctgetgga
gggacccaga
tgtcggectc
agagcctgge
cggtgataaa
caatggtgct
tcccgetggt
tggcaaacca

aagaggggaa
aagccgaggt
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ttgctgettg
agaaagggcc
ggcagagatg
cctggtctcg
ggaccaatgg
caaggtttcc
gctcgtggte
ggacgacctg
cctggacttc
cagcceggtyg
ggtcaaacag
gctggtgecc
tctgetggee
ggtaacgctg
tccggecccg
gctgetggec
ggccctgtty
gctggetcca
cctectggtc
ggccctccag
gatggcagag
gtccgaggac
ggtcttcctg
cctggeateg
aacattggat
ggtcatgctg
cagggacctc
cctccagget
ggagaaaggg
cgcggtcccc

ccttctggac

cagtaacctt
cagccggaga
gtgaagatgg
gtgggaactt
gcttaatgag
aaggacctgc
cagctggece
gtgagagagg
ctggcttcaa
ctcctggtgt
gagceegtgg
gtggcagtga
ctccaggctt
gtcctgetgg
ttggacctec
ttcccggegt
gtgctgecgg
aaggagagag
ccagtggtga
gacctcctgg
ctggecgtcat
ctaatggaga
gtreccectgg
acggeaggec
tcectggace
gtcttgetgg
ctggaccaca
tccagggtct
gcctecatgg
caggtgagag

ccecagggec

17

atgcctagca
tagaggacca
tccecacagge
tgctgctcag
acctagagge
tggtgagcct
tcctggcaag
agttgttgga
aggcattagg
gaagggtgaa
gctrectgge
tggaagtgtg
ccecaggtgee
tccegecggt
tggtaatcct
tgcrggggct
tgctactggt
cggtaacaag
agaaggaaag
gctgagaggt
gggccctect
tgcrggtege
aaatatcggc
tggcccaatt
caaaggecccc
tgctcggagt
gggtgttcaa
gcetggecce
tgagtttggt
tggtgetgcec

tgatggaaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



aagggtgaac
ctcccaggag
ggtctcagag
gtaggtgccec
cctgetggtc
ggccccaatg
agaggagcca
gctgetggec
ggceccectg
tetggtattt
cctegtggtg
ggcttcgetg
ccaggtecte
gaacgtggte
ggccctectg
cctggtgaag
caacccggac
ggtgcacctg
actggtccct
ccacaaggca
ggcttaaagg
caaggtgctc
cctgctggaa
ggcccrcagg
ccaggtgtaa
cagccteget
tctctcaaca
cgcacatgec
gaccctaacc
gaaacctgta
aaggacaaga
aatgtagaag
gccaactatg

gaggagactg

ctggtgtggt
agaggggtgc
gtgaaattgg
ctggtectge
ctgcrggtec
gatttgctgg
aagggectaa
cagctggtec
gtatgactgg
ctggeecctec
accaaggtcec
gtgagaaggg
agggretect
taccaggtat
gggcccgtgg
ctggtcgtga
acaagggaga
gtcctcatgg
ctggtcctgt
ttcgtggega
gacacaatgg
ctggctccgt
aagatggreg
gccaccaagg
gcggtogtyg
cageaccttc
accagattga
gtgacttgag
aaggatgcac
tcegggecca
aacacgtctg
gagtgacttc
cctecteagaa

gcaacctgaa
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tggtgcetgtg ggcactgctg gtccatctgg

tgctggcata
taaccctgge
tggagccaca
tcggggaage
tcctgetggt
gggtgaaaac
aaatggtccc
tttccctggt
tggtecceccct
agttggecga
teccctctgga
tggtgctcct
tgctggtget
teetectggt
tggcaaccct
gcgeggttac
cccegtgggt
tggtcctgct
taagggagag
attgcaaggt
gggtcctget
cactggacat
ccctgetgge
ttatgacttt
tctcagaccce
gacccttett
actcagccac
tatggatgct
acctgaaaac
gctaggagaa
caaggaaatg
catcacctac

aaaggcetgte

cctggaggca
agagatggtg
ggtgaccggg
cctggtgaac
gctgetggre
ggtgttgttg
cccggtectg
gctgctggac
ggtcctgetq
actggagaag
gaggctggta
ggtattctag
gtgggtgaac
gctgrgggta
gggaacgatg
cctggcaata
cctgetggea
ggtgctgttg
cccggtgaaa
ctgectggta
ggtcctaggg
cctggtacag
ccccctggec
ggttacgatg
aaggactatg
actcctgaag
ccagagtgga
atcaaagtat
atcccageca
actatcaatg
gctaccecaac
cactgcaaga

attctacagg

agggagaaaa
ctcgtggtgce
gcgaagctgg
gtggtgaggt
aacctggtgce
gtcccacagg
ctggaagtcg
ggaccggrcc
ggaaagaagg
taggtgcagt
ctgctggacc
gtctccctgg
ctggtcctct
gtcctggage
gtcccccagg
ttggtccegt
aacatggaaa
gcccaagagg
aggggcccag
tcgetggtca
gccetgetgg
ttggacctge
ccecetggecc
gagacttcta
aagttgatgc
gctctagaaa
gcagtggtta
actgtgattt
agaactggta
ctggcageca
trgccttcat
acagcattgc

gctctaatga

18

tcctagtgga
gggtgaacct
ccctggtget
ggctgctggt
cggtcctgcet
taaaggagaa
ccccgtrgga
tggtgatgga
cccaggacec
gettegtgge
tggtceccct
tcctggeact
ctcgagaggt
tggcattgec
caacggtger
tcgcgatggt
tggtgctgca
ccgtggtgaa
tcctagtggce
aggtcttcct
ccatggtgat
tccttetgge
tggcattcga
tcctggacct
cagggctgac
tactctgaag
gaacccagcet
ctactggatt
ctctactgge
taggagetce
gtttgaatat
gcgcctgety
atacatggat

tgttgaactt

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900



10

15

20

25

30
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gttgctgagg gcaacagcag gttcacttac actgttcttg tagatggetg ctctaaaaag
acaaatgaat ggggaaagac aatcattgaa tacaaaacaa ataagccate acgeetgecc
ttccttgata ttgcaccttt ggacatcggt ggtgetgace aggaattctt tgtggacatt
ggcccagtct gtttcaaata a

<210> 5
<211> 37
<212> ADN
<213> Atrtificia

<220>
<223> Una secuencia de cebador sintetizada artificialmente
<400> 5

gecggcecegeca ccatgetcag ctitgtggat acgegga

<210> 6
<211> 30
<212> ADN
<213> Atificial

<220>
<223> Una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 6
actagtttat ttgaaacaga ctgggccaat

<210> 7

<211> 4257
<212> ADN
<213>Homo sapiens

<400> 7

atgattcgee
cttcegagtgtc
ggagacatca
gaacaaggac
ggcagagatg
cctagtcccc
aaggctggtg
ggacctccag
cctggtgaac
aagcctggtg
ggtcctcagg
agaggttatc
gagagtggtt
ggtgaaagag
ccagygccceg

tcggtgcetec
agggccagga
aggatattgt
ccagagggga
gagaacctag
ctggtcttgg
gcgeccagrt
gccctgcagg
ctggtgtctc
atgatggtga
gtgctcatgg
caggcctgga
ccecgggtga

gacggactgg
cagggectce

ccagtegetg
tgtccggcaa
aggacccaaa
tcgtggtgac
gacccctgga
tggaaacttt
gggagtaatg
tgctectggg
tggtcccaty
agctggaaaa
tttcccagga
cggtgctaag
gaacggatct
ccetgetgge
gggtcctgtc

grgctgetga
ccaggaccaa
ggacctectg
aaaggtgaaa
aatcctggee
gctgeccaga
caaggaccaa
cctcaaggat
ggtccecgtg
cctggaaaag
accccaggec
ggagaggcgg
ccgggeecaa
gctgegggty
ggtcctgetg

cgctgetegt
agggacagaa
ggcctcagag
aaggtgccecc
cccectggtcc
tggctggagg
tgggccecat
ttcaaggcaa
gtcctectgg
ctggtgaaag
ttcctggtat
gtgctcctgg
tgggtccteg

cccgaggcaa

grggtcctgg

19

cgcegergte
aggagaacct
acctgcaggg
tggacctcgt
tceceggeecc
atttgatgaa
gggacctcga
tcctggtgaa
tceccectgga
gggtccgect
caaaggtcac
tgtgaagggt
tggcctgect
cgatggtcag
cttecctggt

3960
4020
4080
4101

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

37

30



gctcctggag
ggtcctegeg
cctggaacag
gctcctgger
ggcccgaaag
aagggagaac
aagagaggtg
ggtgctcceg
cctggagage
cgtecctggag
ggtccrcaag
ccaggtectc
gccaacggtg
ggtcttectg
gctggtgaac
cctectggtc
ggagcccctg
ccecggtgecc
cccaaaggtg
ggaatgcctg
gttggtgaga
cccattggec
ggtccrgceag
cceggaccag
gagcaaggag
ggagcaccty
caaggeeece
tccaatggca
ggtgctcgag
gctggaccee
ccaccaggtc
ggtgagagag
cctggageat

cctgcaggtg

ccaagggtga
gtgaacctgg
atggaattcc
tcectgggee
gtcagacggg
ctggeectge
cccgtggaga
gcaaccgcgg
gagggcccag
aaccrggeet
gcaaagttgg
agggggctcg
agcctggcaa
gcaaagatgg
gaggcgagca
ccccaggtga
gcctegtgog
agggccteca
catctggcee
9cgagaggyg
aaggeectga
ceectggeec
gaagtgctgg
cgggatttge
aggccggeca
ggcctcaggg
cgggagecac
accctggacc
gagacagcgg
ctggcgagaa
cccagggtct
gattccctgg
ctggagacag

aacctggacg

agceggeccc
tactcctggg
tggagccaaa
acggggecct
tgaacctggt
tggcccccag
gcctggtgge
tttcccaggt
tggtcttget
tcetggagec
cecettetgga
tgggcagect
agctggtgag
tgagacaggt
gggtgctect
aggtggaaaa
tcccaggggt
gggtccccgt
agcaggeccc
agcagetggt
gggagcccct
agctggrgce
tqcTegtygge
tgggcctect
gaaaggcgat
tectactgga
tggattccct
cecetggtece
ccceectgge
gggagagcct
ggctggtcag
cttgcctgge
aggtcctect

agagggaagc
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actggtgecc
tcccctggge
ggatctgctg
cerggeccte
attgctgget
ggagccectg
gttgggccca
caagatggtc
ggccccaagg
cggggtctca
gccectggtg
ggtgtcatgg
aagggactgc
gctgecaggac
gggccatctg
ccaggtgace
gaacgaggtt
ggecteeceg
cctggggetc
atcgctggge
ggaaaggatg
aacggcgaga
gcreegggeg
ggtgctgatg
gctggtgecc
gtgactggte
ggagctgctg
cctggtectt
cgagctggtg
ggagatgacg
agaggcatcg
ccgtcgggtg
ggccccgtgg
cccggtgetg

gtggtcctga
ctgctggtge
gtgctcctgg
aaggtgcaac
tcaaaggtga
gacccgctgg
tcggtcecce
tggcaggtcec
gagccaacgg
ctggcegecc
aagatggtcg
gtttccctgg
ctggtgctcc
ccectggece
ggttccaggg
agggtgttcc
tcccaggtga
geactectgg
agggeectec
ccaaaggtga
gtggacgagy
agggagaagt
aacgtggaga
gccagectyag
ctggtcctea
ctaaaggagc
gccgegetgg
ctggaaaaga
aacccggect
gtccctetgg
tcggtetgec
agcccggeaa
grcctectag

atggeeccce

20

aggtgctcaa
ctccggtaac
cattgctggt
tggtectetg
acaaggccece
tgaagaaggc
tggagaaaga
caagggagcc
tgaccctgge
tggtgatgct
tcctggacct
ccccaaaggt
tggtctgagg
tgctggacct
acttcctggce
cggtgaagct
acgtggctct
cactgatggt
aggtcttcag
caggggtgac
cctgacaggt
tggacctcct
gactgggccec
ggccaagagt
gggcccctct
ccgaggtgcc
acccecagge
tggtcccaaa
ccaaggtcct
tgccgaaggt
tgggcaacgt
gcagggtgct
cctgacgggt
tggcagagat

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980 ..
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940



10

15

20

25

ggcgetgetg
cectygoyccee
gaagctggtg
ggtcctcaag
aagggacacc
gaccaaggtg
ggtccctetg
cgtggacgat
ccrecaggec
gagaagggcc
cagcatgacg
cgeagecceg
caccctgagt
gccatgaagg
aacgttecea
ggagaaacca
actgccaacg
acctaccact
gccctgetea
acgtacactg
atcgagtacc

ataggagggc

gagtcaaggg
ctggetcecec
cacaaggcece
gccccagagg
gtggcttcac
cttctggrcce
gcaaagatgg
caggcgaaac
cecectggece
ccgaccecct
ccgaggtygga
agggcteceg
ggaagagtgg
ttttctgcaa
agaagaactg
tcaatggtgg
tccagatgac
gcaagaacag
tccagggctc
ccctgaagga
ggtcacagaa
ccgagcagga

tgatcgtggt
tggeececget
catgggaccc
tgacaaagga
tggtctgcag
tgctggtect
tgctaatgga
cggcectget
tggcatcgac
gcagtacatg
tgccacactc
caagaaccct
agactactgg
catggagact
gtggagcage
cttccattte
cttectacge
cattgectat
caatgacgtg
tggctgeacy
gacctcacge

attcggtgtg
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gagactggtyg
ggtccaactg
tcaggaccag
gaggctggag
ggtctgeceg
tctggeccta
atccctggec
ggtcctectg
atgtccgect
cgggccgace
aagtccctea
gctcgeacct
attgacccca
ggcgagactt
aagagcaagg
agctatggag
ctgctgteca
ctggacgaag
gagatccggg
aaacataccyg
ctcecccatea

gacatagggc

ctgtgggage
gcaagcaagg
ctggageccg
agcctogega
gcectectgg
gaggtcctec
ccattgggec
gaaatcctgg
ttgctggett
aggcagecgg
acaaccagat
gcagagacct
accaaggctg
gcgtctaccc
agaagaaaca
atgacaatct
cggaaggcte
cagctggeaa
cagagggcaa
gtaagtgggq
ttgacattgc
cggtctgett

<210> 8
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 8
ggccccgegg tgagecatga ttegecteg

<210> 9
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 9
tctagattac aagaagcaga ccggccctat

<210> 10

<211> 4401

<212> ADN

<213> Homo sapiens

21

tcctggagec
agacagagga
gggaatccag
gagaggcctg
tccttctgga
tggceccgtce
tcctggtecc
accccctggt
aggcecgaga
tggcctgaga
tgagagcatc
gaaactctge
caccttggac
caatccagca
catctggttt
ggctcecaac
ccagaacate
cctcaagaag
tagcaggttc
caagactgtt
acccatggac

cttgtaa

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4257

29

30



<400> 10
atgatgagct

attttggcac
gatagagatg
ctctgcgatg
tttggagaat
ggtcaaggac
ggtgaccctg
tgtgaatcat
aagtctggag
ccteccggte
ggacccectg
ataggtccat
gagcgaggat
ggtatgaaag
cctggattaa
ccaagagggg
ggtaatgacg
gccggattec
tcaaatggtg
ggtccrectg
gctggeattc
gctaatggtg
ggagagcecg
aaaggcgaag
gctgcaggag
ggagaaaagg
gctggagaac
agtccaggag
ggtcgaccag

cccggeecta

tigtgcaaaa
aacaggaagc
tctggaagec
acataatatg
gtrgtgcagt
ctcaaggecec
gtattccagg
gccctactgg
tagcagtagg
ccectggtac
gtgaacctgg
ctggtectgce
tgectggace
gacacagagg
agggtgaaaa
ctcctggtga
gtgctcgagg
ctggatcccc
ccecctggaca
geectectgg
ctggagectee
ctcctggact
gaccacgtgg
arggcaagga
adaggggtgc
gtcctgetgg
ctggcagaga
gaccaggaag
gtcctectgg

aaggaaatga

gaggagctag
tgttgaagga
agaaccatgc
tgacgatcaa
ttgcccacag
caagggagat
acaaccaggg
tcctecagaac
aggactcgea
atctggtcat
gcaagctggt
tggaaaagat
tccaggtate
cttcgatgga
tggtcttcca
gcgaggacgg
cagtgatggt
tggtgccaag
aagaggagaa
gattaatggt
tggactgatg
gcgagotggt
tgaacgcggt
tggatcacct
ccctgggttce
agagcgtggt
tggcgtecct
tgatgggaaa
gccatcrggt
tggtgetect
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ctacttctcg
ggatgrtccc
caaatatgtg
gaattagact
cctccaactg
ccaggeectc
tccecetggtt
tattctecece
ggctatcctg
ccrggtrccce
ccttcaggece
ggagaatcag
aaaggtccag
cgaaatggag
ggcgaaaatg
ccaggacttc
caaccaggec
ggtgaagttg
cctggacctc
agtcctggtg
ggagceccggg
gcaggtgage
gaggctggea
ggagaacctg
cgaggacctg
gctcecaggee
ggaggtccag
ccagggectc
cceccgaggtc

ggtaagaatg

ctctgcttca
atcttggtca
tctgtgacte
gccccaacee
ctecctacteg
ctggtattec
crectggece
agtatgattc
gaccagctgg
ctggatctec
ctececaggace
gtagacccgg
ctgggatace
aaaagggtga
gagctcctagg
ctggggetge
ctectggtec
gacctgcagg
agggacacgc
gtaaaggcga
gtcctccagg
ctggtaagaa
ttccaggtgt
gtgcaaatgg
ctggaccaaa
ctgcagggcec
gaatgagggg
ccggaagtca
agcctggtgt
gagaacgagg

22

tcccactatt
gtcctatgeg
aggatccgtt
agaaattcca
ccetectaat
tgggagaaat
ccctggaatc
atatgatgtc
ccececagge
aggataccaa
tcerggtgct
acgacctgga
tggatteect
aacaggtgct
acccatgggt
aggtgetcag
tcctggaact
gtctectggt
tggtgctcaa
aatgggtccc
accagecggt
tggtgccaaa
tccaggaget
gcttccagga
tggcatccca
cagaggagct
catgcccgga
aggagaaagt
catgggcttc
tggcectgga

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



ggacctyggcec
gggcctactg
caaggcttge
ccaaagggty
ggtgaacgtg
cctggtcceg
actcctggtc
ggtgacaagg
aggggtccta
gaaggtgotg
ggtgaaactg
cctggtggta
gttgcaggac
ggtgaacgtg
ccrggteetc
aaggatgggc
ggaccaaaag
ccaggagctc
ccaccaggca
gggaaaccag
cctggtetgg
cttccaggte
ggtgccectg
agtggtgaca
tcccgaggty
ggagctgctg
ccaggcectg
cctgttggac
ggaccaccag
ccagggcaac
ggagccgetg
ggagatgaac
gttaatggac

aactgcagag

ctcagggtcc
ggcctggtgg
ctggtacagg
atgeeggtyc
gacctcctgg
aaggaggaaa
tgcaaggaat
gtgaaccagg
ctggtcctat
cccceggact
gccctecagg
aaggagaaag
cccctggagg
gcagtcctgg
ctggragtaa
ccecaggtee
gtgatgctgg
caggcccact
tgccaggtec
gagctaacgg
ctggtacage
gagatggatc
gcgetectgg
gaggagaaag
ctectggtec
gcatcaaadg
ctggtcagca
ccagtggacc
ggcctcgagy
caggccctee
ccattgetgg
caatggattt
aaatagaaag

acctgaaatt

tcctggaaag
tgacaaagga
tggtecteca
acctggagcet
attggcaggg
ggatgctgct
gcctggagaa
cggtccaggt
tggtcctect
tccaggtata
acctyctgyt
aggggctccg
ttctggacct
tggacctggt
tggtaaccca
tgcgggtaac
ccaaccagga
tgggattgct
taggggaagc
tctcagtgga
tggtgaacet
tcctggtage
tcatccggge
tggccctget
tcaaggecca
acatcgagga
gggtgcaatc
tcctggeaaa
taacagaggt
tggacctcct
gattggaggt
caaaatcaac
cctcattagt

ctgccatect
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aatggtgaaa
gacacaggac
ggagaaaatg
ccaggaggea
gccccaggac
ggtcctectg
agaggaggtc
gctgatggtg
ggcccagetg
gctggacctc
ttccctggtg
ggtgagaaag
gctggtectc
gctgetgget
ggacccccag
actggtgetc
gagaagggat
gggatcactg
cctggeecce
gaacgtggtc
ggaagagatg
aagggtgatc
ccacctggte
ggccctgetg
cgtggtgaca
ttccctggta
ggcagtccag
gatggaacca
gaaagaggat
ggrgceectg
gaaaaagctg
accgatgaga
cctgatggtt

gaactcaaga

ctggacctca
ccecetggree
gaaaacctgg
agggtgatgc
ttagaggtgg
ggccacctag
ttggaagtcc
tcccagggaa
gccageetgg
gtggtagccc
ctectggaca
gtgaaggagg
ctggtcccca
tccctggtge
gteccageqgq
ctggcagecc
cgcctggtge
gagcacgggg
agggtgtcaa
ccecetggace
gaaaccctgg
gtggtgaaaa
ctgteggtec
gtgctcccgg
aaggtgaaac
atccaggtgc
gacctgcaqgg
gtggacatcc
ctgagggctc
gtccttgetg
gcggttttge
ttatgacttc
ctcgtaaaaa

gtggagaata
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gggaccccea
acaaggatta
ggaaccaggt
tggtgcccct
agctggtccc
tgcrgetgge
tggtccaaag
agacggccca
agataagggt
tggtgagaga
gaatggtgaa
ccctectgga
aggtgtcaaa
tcgtggtett
ttctccagge
tggagtgtct
ccagggecca
tcttgcagga
gggtgaaagt
ccagggtett
atcagatggt
tggctetect
agctggaaag
tcctgctggt

aggtgaacgt

cccaggttct
ccccagagga
aggrcccate
cccaggecac
tggtggtgty
cccgtattat
actcaagtct
ccccgetaga

ctgggttgac

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780 °
3840
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cctaaccaag
acatgcataa
gctgagaaga
ggcaatccty
tccagecgag
caggccagtg
aaggctgaag
actggggaat
attgtagata
ggccctgttt

<210> 11

<211> 37
<212> ADN

<213> Attificial

<220>

gatgcaaatt
gtgccaatcc
aacacgtrtg
aactrcctga
cttcccagaa
gaaatgtaaa
gaaatagcaa
ggagcaaaac
ttgcacccta
gctttttata

ggatgctatc
tttgaatgtt
gtttggagag
agatgtcctt
catcacatat
gaaggccctg
attcacctac
agtctttgaa
tgacattggt

a
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aaggtattct
ccacggaaac
tccatggatg
gatgtgcagc
cactgcaaaa
aagctgatgg
acagttctgg
tatcgaacac

gotcctgate

gtaatatgga
actggtggac
gtggttttca
tggcattcct
atagcattgc
ggtcaaatga
aggatggttg
gcaaggctge
aagaatttgy

<223> Una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 11

gcggecgeca ccatgatgag ctttgtgcaa aagggga

<210> 12
<211> 30
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Una secuencia de cebador sintetizada artificialmente

<400> 12
tctagattat aaaaagcaaa cagggccaac

24

aactggggaa
agattctagt
gtttagctac
tcgacttetc
atacatggat
aggtgaattc
cacgaaacac
gagactacct

tgtggacgtt

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4401

37

30
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REIVINDICACIONES

.. Un método de produccién de una proteina que tiene una estructura de triple hélice, en el que el método comprende:

(a) introducir ADN que codifica una proteina que tiene una estructura de triple hélice en un vector;
(b) transformar una células de ovario de hamster chino (CHO) por transferencia del vector génico; y

(c) cultivar o reproducir el transformante, y recoger la proteina que tiene una estructura de triple hélice de la céluia
o del sobrenadante del cultivo de la misma,

en el que la proteina que tiene una estructura de triple hélice es colageno humano de tipo | o un péptido parcial del
mismo.

. El método de la reivindicacién 1, en el que el coldgeno humano de tipo | es un complejo de cadenas al y a2.

. El método de la reivindicacion 1, en el que el ADN que codifica una proteina que tiene una estructura de triple hélice

es al menos un ADN seleccionado de:
(a) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQID NO: 16 4;y

(b) un ADN que hibrida bajo condiciones astringentes con un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos de
SEQID NO: 16 4.

. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el vector que se va a introducir con el ADN que

codifica una proteina que tiene una estructura de triple hélice es pPNOW/CMV-AA.
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FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG
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FIG. 10
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FIG. 11
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FIG. 12
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13

FIG
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FIG. 14
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