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DESCRIPCION
Sustancia proteinica que tiene estructura de hélice triple y método de produccion de la misma

Campo técnico

La presente invencién se relaciona con proteinas que tienen una estructura de hélice triple y métodos para
producirlas. Mas especificamente, la presente invencion se relaciona con analogos de colageno tipo humano y
métodos para producirlos. Un objetivo de la presente invencion es proveer analogos de colageno compuestos de
proteinas recombinantes tipo humano que son seguras para los organismos vivos y pueden ser purificadas y
obtenidas facilmente, y métodos para producirlas. Mas especificamente, la presente invencion provee métodos para
producir analogos de colageno compuestos de una proteina recombinante en la cual los genes introducidos son
todos de tipo humano, en donde el método es llevado a cabo mediante la transduccion estable de un vector de
expresion en mamiferos insertado con un ADNc de una proteina recombinante que comprende colageno tipo
humano en células de ovario de hamster chino (CHO).

Técnica antecedente

En afios recientes, un ejemplo de los materiales mas importantes en la medicina regenerativa es el colageno. El
colageno es una proteina representativa distribuida en casi todos los tejidos (piel, huesos, cartilagos y similares) en
organismos vivos, y es bien conocido que tiene funciones importantes en los organismos vivos tales como mantener
la estructura de los tejidos y érganos biologicos convirtiéndose en un soporte para las células. Ademas, tiene
diversas funciones fisiolégicas que regulan la proliferacion, diferenciacion y migracion de las células. A partir de
estos hechos, esta recibiendo atencion en el campo de la medicina regenerativa a través de su uso junto con
células, factores de crecimiento y similares en la medicina de la ingenieria de tejidos. Hasta ahora, el colageno ha
sido usado ampliamente en el campo médico como implantes de 6rganos artificiales (Documento de Patente 1),
matrices de liberacion de farmacos sostenida (Documento de Patente 2), piel artificial (Documento de Patente 3), y
componentes de materiales biocompatibles para uso en matrices de vendajes para heridas y matrices para el
tratamiento de heridas (Documento de Patente 4).

Cuarenta por ciento de todo el colageno de un organismo vivo esta en la piel, y el 70 por ciento o mas del peso seco
de la piel/tendones es colageno. Por lo tanto, el colageno es importante en el desarrollo de la piel artificial. En
particular, el colageno es utilizado como un biomaterial para reparar dafios en organismos. Por ejemplo, se utiliza
como material de recubrimiento para sitio de lesiones de piel, tales como una quemadura, y se ha reportado
curacion y mejora (Documentos no Patente 1 y 2). Esto significa que se pueden tener grandes esperanzas para
aplicaciones en el campo actual significativamente avanzado de la medicina regenerativa. Ademas, se utiliza como
un material Util en técnicas para el cultivo de células y 6rganos (Documentos de Patente 5 y 6). Ademas, se ha
sefialado que la ingestion oral de colageno (colageno tipo 2) y similares puede ser utilizada para suprimir la artritis
reumatoide (Documento no Patente 3). Ademas, se ha reportado que es posible tratar disefiando un gen de expresar
un péptido parcial de colageno humano (colageno tipo VII), e introducir un gen de colageno de bajo peso molecular
en las células de la epidermdlisis bulosa (Documento no Patente 4).

Muchos de los colagenos usados actualmente son derivados de especies de mamiferos no humanos tales como
bovinos o cerdos. Se ha reportado que cuando estos colagenos son trasplantados a humanos, se presenta reaccion
alérgica en aproximadamente el 3% de los pacientes (Documentos no Patentes 5 y 6). Adicionalmente, en afios
recientes, el riesgo de contaminacion del colageno derivado de especies de mamiferos no humanos con priones o
patégenos se ha convertido en un problema principal. Por lo tanto, se desea fuertemente un sistema para producir
colagenos tipo humano seguros con baja antigenicidad y libres de riesgo de contaminacion por patégenos.

Para evitar tales problemas, algunos inventores han inventado un método para producir colageno humano
recombinante que tiene una estructura de hélice triple equivalente a la del cuerpo humano infectando células de
insectos con un virus recombinante insertado con un ADNc que codifica colageno humano, y han solicitado una
patente (Documento de Patente 7). Adicionalmente, también se han disefiado métodos para producir colageno
humano utilizando células de mamiferos o células de levadura (Documento de Patente 8).

[Documentos de la técnica anterior]

[Documentos de Patente]

[Documento de Patente 1] Solicitud de Patente Japonesa de Kokai Publicacion No. (JP-A) 2007-204881 (Solicitud de
Patente Japonesa no examinada, publicada)

[Documento de Patente 2] JP-A (Kokai) 2001-316282

[Documento de Patente 3] JP-A (Kokai) 2005-314
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[Documento de Patente 4] JP-A (Kokai) 2007-160092
[Documento de Patente 5] JP-A (Kokai) 2002-142753

[Documento de Patente 6] Solicitud de Patente Japonesa de Saikohyo Publicacién No. (JP-A) 2005-014774
(Publicacién de fase nacional Japonesa no examinada correspondiente a una publicacién internacional Japonesa)

[Documento de Patente 7] JP-A (Kokai) 8-23979

[Documento de Patente 8] Solicitud de Patente Japonesa de Kohyo Publicacion No. (JP-A) 7-501939 (Publicacion de
fase nacional Japonesa no examinada correspondiente a una publicacién internacional no Japonesa).

[Documentos no Patente]

[Documento no Patente 1] Surg. Forum, 10, 303 (1960)
[Documento no Patente 2] J. Surg. Forum, 10, 485-491 (1960)
[Documento no Patente 3] Science, 261, 1727-1730 (1993)

[Documento no Patente 4] THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY Vol. 275, No. 32, Expedido  Agosto
11 11, pp. 24429-24435, 2000

[Documento no Patente 5] J. Immunol. 136:877-882, 1986
[Documento no Patente 6] Biomaterials 11:176-180, 1990

Resumen de la invencién

[Problemas para ser resueltos por la invencion]

De esta manera, el colageno es una sustancia Gtil como un producto farmacéutico o un biomaterial para trasplante
de donantes vivos o medicina regenerativa; sin embargo, el colageno utilizado convencionalmente, es derivado de
tejidos de especies de mamiferos no humanas tales como cerdos y ganado. El colageno es originalmente una
proteina con baja inmunogenicidad, y esta siendo trasplantado, embebido o administrado en el cuerpo humano
como un biomaterial. Sin embargo, aunque en baja frecuencia, hay reportes de que se evocan reacciones inmunes
por parte del colageno derivado de tejidos de especie de mamiferos no humanos (J. Immunol., 136, 877-882 (1986);
Biomaterials, 11, 176-180 (1990)). Adicionalmente, debido a la posibilidad de contaminacién con priones sugerida en
el caso del ganado, no es posible utilizar colageno derivado de ganado. Ademas, no hay garantia de que
contaminantes desconocidos (virus patogénicos y similares) como la contaminacion por priones no estén contenidos
en mamiferos tales como los cerdos que se utilizan actualmente para la purificaciéon y extraccion de colageno, y han
ido surgiendo problemas de seguridad con el uso de colageno derivado de mamiferos no humanos para humanos.
Adicionalmente, un problema con el colageno derivado biolégicamente es que se hace necesaria una purificacion de
etapas multiples durante la purificacion debido a la inclusién de gran cantidad de proteinas contaminantes, y el
método de purificacion se hace complicado.

A la luz de los problemas antes mencionados, el colageno derivado de humanos es deseable como biomaterial para
ser utilizado directamente en humanos. El colageno derivado de humanos puede ser purificado a partir de fuentes
humanas (tales como placenta humana) (Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,002,071 y 5,428,022). Sin
embargo, hay varios problemas en el uso de colagenos derivado de humanos (1) puesto que el material es tejido
humano, el material tiene suministro limitado; (2) no se puede eliminar completamente la posibilidad de la
contaminacion con virus patogénicos tales como virus de hepatitis y virus de inmunodeficiencia humana (HIV); (3)
los tipos de colageno recolectados de la placenta son desproporcionados y las calidades no son completamente
idénticas; y (4) hay problemas éticos concernientes a la extraccion y purificacion de colageno a partir de humanos. El
problema cualitativo también existe puesto que la purificacion se hace dificil debido a la formacién de puentes no
especificados en el colageno obtenido.

Hasta el momento, se han investigado métodos que utilizan técnicas de ingenieria genética para producir colageno
para eliminar el riesgo de contaminacion por patdgenos y para obtener grandes cantidades de colageno para las
cuales las etapas de aislamiento y purificacién son faciles (Biochem. Soc., 28, 350-353 (2000)). Sin embargo, el
peso molecular de una molécula de colageno es 100,000 o mas si es muy grande, y la produccion de un vector de
expresion para introduccion en células anfitrionas es muy complicada. Ademas, los métodos convencionales no
generan niveles de produccion que puedan sostener las aplicaciones practicas. Adicionalmente, el colageno es una
molécula que adopta una estructura de hélice triple en la cual se ensamblan tres cadenas de polipéptidos, vy tal
estructura es formada experimentando un ndmero de modificaciones postraduccién (N. Engl. J. Med., 31, 376-386
(1984)), pero solamente se espera que células especificas posean tales capacidades de modificacion.
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Es sabido que con el fin de que el colageno forme una estructura de hélice triple, las prolinas en el dominio del
colageno deben ser hidroxiladas. Para producir colageno que tenga una estructura de hélice triple, se proveyd un
método para producir colageno recombinante por coexpresion de colageno humano y prolina hidroxilasa en células
de insecto (JP-A (Kokai) 2002-315580). Sin embargo, para coexpresar la prolina hidroxilasa, al menos tres genes,
esto es, el de colageno y la subunidad a y la subunidad 8 de la prolina hidroxilasa, deben ser coexpresados y la
clonacion de las células se hace muy complicada.

La produccion de colageno recombinante derivado de humanos utilizando células de embrién de hamster, células de
fibroblasto de ratén y similares como anfitriones ha sido probada desde antes (Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 84, 764-
768 (1987); J. Biol. Chem., 264, 20683-20687 (1989)). Las estructuras moleculares de los colagenos obtenidos en
estos ejemplos fueron normales, pero el colageno derivado de las células anfitrionas y el colageno derivado de
genes foraneos fueron mezclados. Adicionalmente, en un ejemplo en donde se expreso el colageno tipo Il en células
de fibrosarcoma humana HT1080 (Biochem, J., 298, 31-37 (1994)), el nivel de produccién fue muy bajo (0.5 a 1 mg
por 1 L de cultivo), y esto no fue sostenible para uso practico. Adicionalmente, fue observada una cantidad igual de
colageno tipo IV derivado de células HT1080 de fibrosarcoma humanas como el del colageno tipo Il derivado de
genes foraneos. Por lo tanto, el colageno tipo Il derivado de gen foraneo tiene que ser separado del colageno tipo IV
enddgeno y fue impractico también en este aspecto. Por lo tanto, incluso si se utiliza un sistema de expresion, se
hace necesario examinar las condiciones de purificacion meticulosas, y se considero que incluso bajo condiciones
de contaminantes mixtos, es necesario un método de purificacién simple y productivo.

Ademas de lo anterior, hay ejemplos en los cuales el colageno humano fue expresado utilizando levadura, (JP-A
(Kohyo) H07-501939) células de insecto (JP-A (Kokai) H08-23979), Bacillus brevis (JP-A (Kokai) H11-178574), y
Escherichia coli (JP-A (Kokai) 2002-325584). Sin embargo, estos pueden tener el riesgo de producir el colageno con
diferentes modificaciones postraduccion a partir de las del colageno humano de origen natural. Como se describié
anteriormente, todos los métodos indicados hasta ahora no son sostenibles para uso practico como medios para
producir colageno humano por ingenieria genética, tanto cualitativa como cuantitativamente. Adicionalmente, hasta
el momento no se han examinado métodos para producir una gran cantidad de proteina que tenga una estructura de
hélice triple, tal como un colageno recombinante disefiado para tener un peso molecular bajo.

A la vista de las circunstancias anteriores, los solicitantes han investigado la produccién de colageno tipo | humano
mediante la aplicacion de técnicas de ingenieria genética para obtener el colageno no antigénico, eliminar el riesgo
de contaminacién por patdgenos y obtener colageno que sea facil de aislar y purificar (Publicacion Internacional WO
2006/106970). Aunque los métodos convencionales pueden asegurar un cierto nivel de produccion, se requiere un
sistema en el cual se formen mas estructuras de hélice triple. La mejora fue considerada necesaria también en
términos del nivel de expresion.

La presente invencion fue lograda a la vista de las circunstancias anteriores. Un objetivo de la presente invencion es
proveer proteinas analogas al colageno tipo humano seguras que tienen una estructura de hélice triple, y métodos
para producirlas.

[Medios para resolver los problemas]

Los presentes inventores llevaron a cabo diversos examenes para resolver los problemas antes mencionados y
produjeron exitosamente analogos de colageno purificados facilmente (minicolagenos) que tienen una estructura de
hélice triple y un peso molecular mas pequefio que el de los colagenos de tipo de origen natural, introduciendo en
células anfitrionas un constructo producido por la fusiéon de un gen de dominio peptidico de sefializacién de colectina
humana y un gen de dominio rico en cisteina de colectina humana en el lado del terminal amino y un gen de dominio
de cuello de colectina humana y un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de colectina humana al lado
del terminal carboxi del domino de colageno del gen de colageno el cual es una proteina que tiene una estructura de
hélice triple.

Ejemplos de proteinas conocidas que tienen una estructura de hélice triple incluyen la lectina de enlazamiento al
manano humana (MBL) y la conglutinina. Al reducir el peso molecular de los analogos de colageno de la presente
invencion para acercarlos a los de estas proteinas, las proteinas analogas al colageno que tienen una estructura de
hélice triple con peso molecular reducido, las cuales han sido dificiles de obtener hasta la fecha, fueron producidas
exitosamente. Adicionalmente, estas proteinas analogas del colageno demostraron tener una estructura de hélice
triple y estabilidad térmica.

El colageno humano de origen natural tiene pobre solubilidad en agua, mientras que los analogos de colageno de la
presente invencion muestran alta solubilidad en agua puesto que comprenden el dominio rico en cisteina soluble en
agua, el dominio de cuello, y el dominio de reconocimiento de carbohidratos de la colectina humana. Por lo tanto,
son mas faciles de manejar en comparacién con los colagenos de origen natural que tienen un peso molecular alto.

Los presente inventores precipitaron los analogos de colageno promoviendo la formacién de fibrilas agregando una
alta concentraciéon de sal neutra, y exitosa y facilmente purificaron analogos de colageno fibroso que tenian una
estructura de hélice triple por centrifugacion.
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Adicionalmente, los presentes inventores purificaron exitosamente analogos de colagenos solubles en agua
mediante un método de purificacion simple de una etapa, utilizando manano agarosa la cual utiliza el enlazamiento
del dominio de reconocimiento de carbohidratos al manano.

Utilizando los diferentes métodos de purificacion descritos mas arriba, los presentes inventores purificaron
exitosamente dos andalogos de colageno que tienen diferentes propiedades fisicas: un analogo de colageno fibroso
con alta resistencia fisica; y un colageno soluble en agua con alta solubilidad que se enlaza al manano. Estos
analogos de colageno han demostrado tener los mismos grados de adhesividad celular y propiedades de elongacion
que el colageno humano de origen natural cuando se utilizan como biomaterial en células adherentes humanas. Se
espera que los analogos de colageno de la presente invencion puedan ser (tiles como reemplazo para el colageno
usado convencionalmente derivado de especies de mamiferos no humanos, o como biomateriales para uso en
humanos.

Como resultado de llevar a cabo diversos examenes para resolver los problemas antes mencionados, los presentes
inventores inventaron un constructo del gen de colageno que puede ser purificado facilmente y que mantiene una
estructura de hélice triple equivalente a la del colageno de origen natural a la vez que tiene bajo peso molecular.
Especificamente, puesto que CR-D (un péptido de sefalizacién) tiene un dominio de reconocimiento de
carbohidratos, se permite purificacion de una etapa por purificacion por afinidad. Sustituyendo una porcién de un gen
estructural de colageno humano de la presente invencién con la porcién de gen estructural similar a colageno de
MBL, ha sido posible obtener colagenos de bajo peso molecular que mantiene una estructura de hélice triple en
grandes cantidades y con alta pureza.

Mas especificamente, los presentes inventores produjeron exitosamente grandes cantidades de andlogos de
colageno humano introduciendo un constructo en el cual un gen analogo de colageno de la presente invencion esta
contenido en un vector capaz de expresar altamente un gen foraneo utilizando como anfitrién células de ovario de
hamster chino (CHO) las cuales (1) han sido utilizadas para producir agentes farmacéuticos y esta confirmado que
son seguras y (2) se cree que tienen modificaciones de cadena de azlcar y las correspondientes de proteinas que
son cercanas a las de los humanos puesto que son células de mamiferos.

Mas especificamente, los presentes inventores desarrollaron exitosamente un método para producir grandes
cantidades de colageno andalogos de la presente invencion sin la necesidad de etapas de purificacion complicadas,
minimizando la mezcla de colageno derivado del anfitrion y colageno derivado del gen foraneo, usando células de
mamifero que tienen un bajo nivel de expresion de colageno (una proteina que tiene estructura de hélice triple) como
anfitrionas. A partir de lo anterior, se completé la presente invencion.

Especificamente, la presente invencién provee lo siguiente:

[1] una proteina recombinante que tiene una estructura de hélice triple, la cual comprende una proteina codificada
por un polinucledtido que comprende (i) a (v) a continuacidn en orden desde el terminal amino:

(i) un gen de dominio de péptido de sefializacion de colectina humana;

(i) un gen de domino rico en cisteina de colectina humana;

(iii) un gen de dominio de colageno de colageno humano;

(iv) un gen de dominio de cuello de colectina humana; y

(v) un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de colectina humana;

[2] teniendo la proteina recombinante una estructura de hélice triple de [1], en donde el gen de dominio de péptido
de sefializacion de la colectina humana es un gen de dominio de péptido de sefializacion de la proteina D
surfactante humana (SP-D) y un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 4;

[3] la proteina recombinante que tiene una estructura de hélice triple de [1], en donde el gen de dominio rico en
cisteina de la colectina humana es un gen de dominio rico en cisteina de la proteina D surfactante humana (SP-D) y
un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 5;

[4] la proteina recombinante que tiene una estructura de hélice triple de [1] en donde el gen de dominio de cuello de
la colectina humana es un gen de dominio de cuello de la lectina de enlazamiento al manano humana (MBL) y un
polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 6;

[5] la proteina recombinante que tiene una estructura de hélice de [1], en donde el gen de dominio de reconocimiento
de carbohidratos de la colectina humana es un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de lectina de

enlazamiento a manano humano (MBL) y un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID
NO: 7;
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[6] teniendo la proteina recombinante una estructura de hélice triple de [1], en donde el gen de dominio de colageno
del colageno humano comprende al menos uno o mas tipos de genes de dominio de colageno de colagenos
humanos de cadena q;

[7] la proteina recombinante que tiene una estructura de hélice triple [1], en donde el dominio de gen de colageno de
colageno humano es un gen de dominio de colageno de un colageno tipo | humano que comprende un colageno
humano de cadena q;

[8] teniendo la proteina recombinante una estructura de hélice triple de [6] o [7], en donde el gen de dominio de
colageno de un colageno humano de cadena a es un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos de
SEQ ID NO: 8;

[9] teniendo la proteina recombinante una estructura de hélice triple de [1], la cual comprende una proteina que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1;

[10] teniendo la proteina recombinante una estructura de hélice triple de [1], en donde el polinucleétido es un
polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 3;

[11] un método para producir una proteina que tiene una estructura de hélice triple, en donde el método comprende
las etapas de:

(a) introducir un vector en un polinucleétido que comprende de (i) a (v) por debajo en orden desde el terminal amino:
(i) un gen de dominio de péptido de sefializacion de colectina humana;

(i) un gen de domino rico en cisteina de colectina humana;

(iii) un gen de dominio de colageno de colageno humano;

(iv) un gen de dominio de cuello de colectina humana; y

(v) un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de colectina humana;

(b) transformando una célula del anfitrion por introduccién de genes usando el vector; y

(c) cultivar o cruzar el transformante y recolectar una proteina que tenga una estructura de hélice triple a partir del
aceite o de su sobrenadante de cultivo;

[12] el método de [11], en donde el gen de dominio de péptido de sefializacion de la colectina humana es un gen de
dominio del péptido de sefializacion de proteina D surfactante humana (SP-D) y un polinucleétido que comprende la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 4;

[13] el método de [11], en donde el gen de dominio rico en cisteina de colectina humana es un gen de dominio rico
en cisteina de la proteina D surfactante humana (SP-D) y un polinucleétido que comprende la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID NO: 5;

[14] el método de [11], en donde el dominio del gen de cuello de colectina humana es un dominio de gen del cuello
versus lectina enlazante a manano humana (MBL) y un polinucleétido que comprende la secuencia de nucle6tidos
de SEQ ID NO: 6;

[15] el método de [11], en donde el gen de dominio de reconocimiento de carbohidrato de una colectina humana es
un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de la lectina de enlazamiento humana (MBL) y un
polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétido de SEQ ID NO: 7;

[16] el método de [11], en donde el gen de dominio de colageno de coldgeno humano comprende al menos uno o
mas tipos de genes de dominio de colageno de colagenos humanos de cadena q;

[17] el método de [11], en donde el gen de dominio de colageno del coldgeno humano es un gen de dominio de
colageno de un colageno tipo | humano que comprende un coldgeno humano de cadena q;

[18] el método [16] o [17], en donde el gen de dominio de colageno de un colageno humano de cadena a es un
polinucleétido que comprende la secuencia del nucleétido de SEQ ID NO: 8;

[19] el método de [11], en donde el vector utilizado en la etapa (a) es pNC1 de SEQ ID NO: 2;y

[20] el método de [11], en donde el vector utilizado en la etapa (a) es pDC6/CF de SEQ ID NO: 9.
6
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Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra el constructo pNC1/minicolageno tipo | con las respectivas abreviaturas mostradas a
continuacién. PCMV: promotor de citomegalovirus; INRBG: intrén de la hormona de crecimiento de conejo;
minicolageno tipo I: ADN minicolageno; PABGH: sefal de adicion poliA del gen de la hormona del crecimiento
bovino; PdSV: promotor del virus 40 de simio con potenciador eliminado; NPT: ADNc de neomicina fosfotransferasa;
PASV: sefial de adicion poliA 40 de virus de simio; y Amp'": marcador de seleccion (resistencia a la ampicilina) en E.
coli.

La figura 2 muestra el constructo pDC6/CF_minicolageno tipo | con las respectivas abreviaturas mostradas a
continuacion. PCMV5: promotor de citomegalovirus 5; minicolageno tipo I: ADN minicolageno; PABGH: sefial de
adicién poliA de gen de hormona de crecimiento bovino; PdSV: promotor de virus 40 de simio con potenciador
eliminado; cd180DHFR: gen DHFR con traduccién impedida producido por la alteracién de codones en el rango de
180 bases del extremo 5’ de la secuencia de nucleétidos de DHFR a los codones menos frecuentemente usados en
mamifero; PASV: sefial de adicién poliA 40 de virus de simio; y Amp": marcador de seleccion (de resistencia a la
ampicilina) en E. coli.

La figura 3 es un diagrama de flujo de la purificacion de minicolageno. Todas las etapas fueron llevadas a cabo a
4°C a menos que se especifique otra cosa. En la figura, * 1 indica la etapa de ajustar las células a 2.0 x 10°
células/mL con medio IS CD-CHO con hidrolizado (IS JAPAN) suplementado para tener una concentracion final de
Gluta MAX™-1 4 mM (GIBCO), 0.4 mg de cultivo celular probado G418 (CALBIOCHEM), y solucién de suplemento 1
X HT (GIBCO), y cultivado por cultivo estacionario en matraces T75 (FALCON) a 37°C en la presencia de diéxido de
carbono al 5% durante 14 dias (Celda 150 HERA, Heraeus). *2 indica la etapa de centrifugacion a 1,750 x g durante
una hora (EX-126, TOMY). *3 indica la etapa de adicién de cloruro de sodio (Wako) al sobrenadante (1.4 L) para
obtener 0.4 M. *4 indica la etapa de ajustar el pH a 7.4 (F-51, HORIBA) a 4°C utilizando hidréxido de sodio (Wako).
*5 indica la etapa de concentrar el sobrenadante del cultivo a 1/20 veces su volumen utilizando filtraciéon de flujo
transverso (VIVAFLOWS50; 10,000 MWCO PES; VIVASIENCE). *6 indica la etapa de dializar (membranas de didlisis
Spectra/Pro™ Biotech; 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) durante tres dias contra TBS (TBS en polvo,
Takara) que contiene EDTA 5 mM (Dojindo). *7 indica la etapa de agregar cloruro de calcio (Wako) y cloruro de
sodio (Wako) para obtener 20 mM y 2 M, respectivamente. *8 indica la etapa de dializar (membranas de dialisis
Spectra/Pro™ Biotech éster de celulosa (CE); 25,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra agua MilliQ
(MILLIPORE) durante cinco dias. *9 indica las etapas de llenar una Econo-Column (Bio-RAD) con 4.5 mL de gel de
manano agarosa (SIGMA), lavando y equilibrando el gel con 45 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contiene
EDTA 5 mM (Dojindo) y TBS (TBS en polvo, Takara) que contiene cloruro de calcio 5 mM (Wako), cargando el
sobrenadante por circulacion a una rata de flujo de 1.0 mL/minuto durante 17.5 horas, removiendo el sobrenadante,
lavando luego con 10 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contiene cloruro de calcio 5 mM (Wako), y eluyendo el
minicolageno con 20 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contiene EDTA 5 mM (Dojindo). * 10 indica la etapa de
dializar (membranas de dialisis Spectra/Pro™ Biotech; 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra cloruro
de sodio 0.4 M — regulador Tris-clorhidrato 0.1 M (pH 7.4 a 4°C) durante 5 dias. *11 indica la etapa de concentrar a
1/10 veces el volumen por ultrafiltracion a 1,750 x g durante 30 minutos utilizando Amicon Ultra-15 (10,000 MWCO;
MILLIPORE).

La figura 4 muestra en una fotografia el resultado del andlisis de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo
condiciones reductoras (con adicion de 2-mercaptoetanol) de proteinas purificadas a partir del sobrenadante de
cultivo y minicolageno soluble en agua. La linea 1 muestra proteinas purificadas como un precipitado y la linea 2 es
un minicolageno soluble en agua purificado sobre una columna de manano agarosa. El peso molecular y el
oligémero del minicolageno estan indicados en la fotografia.

La figura 5 muestra en una fotografia el resultado de andlisis de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo
condiciones no reductoras (sin adicion de 2-mercaptoetanol) de proteinas purificadas a partir del sobrenadante de
cultivo y de minicolageno soluble en agua. La linea 1 muestra las proteinas purificadas como un precipitado y la
linea 2 es minicolageno soluble en agua purificado sobre una columna de manano agarosa. El peso molecular y los
oligbmeros de minicolageno estan indicados sobre la fotografia.

La figura 6 muestra en una fotografia el resultado del andlisis de electroforesis en gel de poliacrilamida bajo
condiciones originales (sin adicién de 2-mercaptoehanol y SDS) de proteinas purificadas a partir del sobrenadante
del cultivo y minicolageno soluble en agua. La linea 1 muestra proteinas purificadas como un precipitado y la linea 2
es minicolageno soluble en agua purificado sobre una columna de manano agarosa. El peso molecular y los
oligbmeros de minicolageno estan indicados sobre la fotografia.

La figura 7 muestra en una fotografia resultados obtenidos llevando a cabo electroforesis en gel de poliacrilamida
SDS bajo condiciones reductoras (con adicion de 2-mercaptoetanol) de proteinas purificadas a partir del
sobrenadante de cultivo y minicolageno soluble en agua (llevando a cabo inmunoprecipitacion Western utilizando un
anticuerpo policlonal anti-MBL de conejo (dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD)), y reversando el
contraste de la fotografia de la deteccidn por quimioluminiscencia. La linea 1 muestra proteinas purificadas como un
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precipitado y la linea 2 es minicolageno soluble en agua purificado sobre una columna de manano agarosa. El peso
molecular y el oligdmero de minicolageno estan indicados sobre la fotografia.

La figura 8 muestra en una fotografia el resultado obtenido llevando a cabo electroforesis en gel de poliacrilamida
SDS bajo condiciones no reductoras (sin adicion de 2-mercaptoetanol) de proteinas purificadas a partir del
sobrenadante del cultivo y de minicolageno soluble en agua, llevando a cabo inmunoprecipitacién Western utilizando
un anticuerpo policlonal anti-MBL de conejo (dominio de reconocimiento de carbohidrato (CRD)), y luego reversando
el contraste de la fotografia de deteccion por quimioluminiscencia. La linea 1 muestra proteinas purificadas como un
precipitado y la linea 2 es minicolageno soluble en agua purificado sobre una columna de manano agarosa. El peso
molecular y los oligémeros de minicolageno estan indicados sobre la fotografia.

La figura 9 muestra en una fotografia el resultado del andlisis de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo
condiciones reductoras (con adiciéon de 2-mercaptoetanol) de la proteina purificada y del atelocolageno tipo |
humano de origen natural digerido con pepsina bajo condiciones acidas. Las posiciones de las bandas para el
minicolageno, el dominio de colageno del minicolageno restante después de la digestién, y la pepsina estan
indicadas sobre la fotografia. Linea 1: marcador de peso molecular, linea 2: proteina purificada no digerida con
pepsina; linea 3: proteina purificada digerida con pepsina; linea 4: atelocolageno tipo | humano de origen natural no
digerido con pepsina; linea 5: atelocolageno tipo | humano de origen natural digerido con pepsina; y linea 6: pepsina
sola agregada.

La figura 10 muestra en una fotografia los resultados de analizar la estabilidad térmica sometiendo a las proteinas
purificadas a tratamiento con calor en un rango de temperatura de 30°C a 50°C, llevando a cabo un tratamiento con
enzimas utilizando una combinacion de tripsina y quimotripsina altamente concentradas bajo condiciones en las
cuales no se digiere el colageno, y llevando a cabo electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo condiciones
reductoras (con adicion de 2-mercaptoetanol). Las posiciones de las bandas para minicolageno, el dominio del
colageno del minicolageno restante después de la digestion, tripsina y quimotripsina estan indicadas sobre la
fotografia. La linea 1 es el marcador de peso molecular, la linea 2 es la proteina purificada no sometida a tratamiento
con enzima, las lineas 3 a 15 son proteinas purificadas sometidas a tratamiento con calor en un rango de
temperatura de 30°C a 50°C, y luego sometidas a tratamientos con enzimas de tripsina y quimotripsina, la linea 16
es tripsina sola, y la linea 17 es quimotripsina sola.

La figura 11 es un diagrama de curva de fusion que muestra la proporcion de la banda de dominio de colageno
digerida de acuerdo con la temperatura de calentamiento con base en el resultado del ensayo de estabilidad térmica
ejecutado sobre la proteina purificando utilizando tripsina y quimotripsina de la figura 10.

La figura 12 es un diagrama de flujo de la purificacién de minicolageno utilizando precipitacién. Todas las etapas
fueron llevadas a cabo a 4°C al menos que se especifique otra cosa. En la figura, * 1 indica la etapa de ajustar las
células CHO que expresan minicolageno (pNC7/MC21) a 2.0 x 10° células/mL con medio IS CHO-CD con
hidrolizado (IS JAPON) suplementado hasta una concentracion final de Gluta MAX™-1 4 mM (GIBCO), cultivo
celular de sulfato G418 probado 0.4 mg/mL (CALBIOCHEM), y solucién de suplemento 1 x HT (GIBCO), y cultivando
por cultivo estacionario en matraces T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de dioxido de carbono al 5% durante 14
dias (Celda 150 HERA, Heraeus). *2 indica la etapa de centrifugar a 1,750 x g durante 10 minutos (EX-126, TOMY).
*3 indica la etapa de agregar cloruro de sodio (Wako) al sobrenadante para obtener 0.4 M (pH 7.4) e incubar a 4°C.
*4 indica la etapa de centrifugar a 10,000 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY). *5 indica la etapa de concentrar
el sobrenadante del cultivo a un volumen de 320 mL utilizando filtracién por flujo cruzado (VIVAFLOWS50; 10,000
MWCO PES; VIVASIENCE). *6 indica la etapa de agregar cloruro de sodio (Wako) para obtener 4 M (pH 7.4) e
incubar a 4°C. *7 indica la etapa de centrifugar a 9,400 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY). *8 indica la etapa
de agregar 1.5 mL de solucion de acido acético 50 mM (Wako) al precipitado. *9 indica la etapa de dializar
(membranas de dialisis de éster de celulosa (CE) Spectra/Pro™ Biotech; 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories,
Inc.) contra una solucién de acido acético 50 mM (Wako). *10 indica la etapa de agregar 7.4 mL de la solucion de
acido acético 50 mM al precipitado.

La figura 13 es un diagrama de flujo de la purificacion de minicolageno utilizando el enlazamiento con manano.
Todas las etapas fueron llevadas a cabo a 4°C a menos que se especifique otra cosa. En la figura *1 indica la etapa
de ajustar células CHO que expresan minicolageno (pNC7/MC-21) a 2.0 x 10° células/mL con medio IS CHO-CD con
hidrolizado (IS JAPON) suplementado para tener concentraciones finales de Gluta MAX™-| 4 mM (GIBCO), cultivo
de células sulfato G418 probada a 0.4 mg/mL (CALBIOCHEM), y solucion de suplemento 1 x HT (GIBCO), y
cultivando por cultivo estacionario en matraces T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de diéxido de carbono al 5%
durante 14 dias (Celda 150 HERA, Heraeus). *2 indica la etapa de centrifugar a 1,750 x g durante 10 minutos (EX-
126, TOMY). *3 indica la etapa de agregar cloruro de sodio (Wako) al sobrenadante para obtener 0.4 M (pH 7.4) e
incubar a 4°C. *4 indica la etapa de centrifugar a 10,000 x g durante 30 minutos (EX126, TOMY). *5 indica la etapa
de concentrar el sobrenadante del cultivo hasta un volumen de 320 mL utilizando filtracién de flujo cruzado
(VIVAFLOWS50; 10,000 MWCO PES; VIVASIENCE). *6 indica la etapa de agregar cloruro de sodio (Wako) para
obtener 4 M (pH 7.4) e incubar a 4°C. *7 indica la etapa de centrifugar a 9,400 x g durante 30 minutos (EX-126,
TOMY). *8 indica la etapa de agregar una solucién de cloruro de calcio 1 M para obtener 20 mM y luego incubar a
4°C durante 18 horas. *9 indica la etapa de concentrar el volumen a 56 mL utilizando filtraciéon de flujo cruzado
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(VIVAFLOW200; 30,000 MWCO PES; VIVASIENCE). *10 indica la etapa de dializar (membranas de didlisis
Spectra/Pro™ Biotech; 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra TBS (TBS en polvo, Takara) que
contiene EDTA 5 mM (Dojindo) durante siete dias. *11 indica las etapas de llenar una Econo-Column (Bio-RAD) con
5 mL de gel de manano agarosa (SIGMA), lavando y equilibrando el gel con 15 mL de TBS (TBS en polvo, Takara)
que contiene EDTA 5 mM (Dojindo) y 45 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contiene cloruro de calcio 5 mM
(Wako), cargando el sobrenadante a una rata de flujo de 1.0 mL/min, luego lavando con 40 mL de TBS (TBS en
polvo, Takara) que contiene cloruro de calcio 5 mM (Wako), y eluyendo el minicolageno con 15 mL de TBS (TBS en
polvo, Takara) que contiene EDTA 5 mM (Dojindo) para recolectar el primer pico (9 mL). *12 indica la etapa de
dializar (membranas de didlisis Spectra/Pro™ Biotech; 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) el eluido contra
cloruro de sodio 0.4 mM, regulador tris-clorhidrato 0.1 mM (pH 7.4 a 4°C) durante cinco dias.

La figura 14 muestra los resultados de absorbancia medida en osteoblastos humanos las cuales son células
adherentes (linea celular MG-63, ATCC), después de que fueron adheridas a 37°C durante una hora a placas
recubiertas con atelocolageno tipo | humano de origen natural, atelocolageno tipo | bovino de origen natural, MC-sal,
MC-Man, solucién de BSA al 3% (p/v) desnaturalizada por calor, o PBS, las células no adheridas fueron removidos
lavando, se agregdé MTS, las placas fueron cultivadas a 37°C durante tres horas. El eje vertical muestra la
absorbancia medida a la longitud de onda de 490 nm con la longitud de onda de 655 nm como control, y el eje
horizontal muestra los nombres de cada una de las muestras colocadas como recubrimiento sobre las placas.

La figura 15 muestra en fotografias en contraste de fases microgramos de células después de que el atelocolageno
tipo | humano de origen natural, el atelocolageno tipo | bovino de origen natural, MC-sal, MC-Man, solucion de BSA
al 3% (p/v) desnaturalizada por calor, y PBS fueron colocados como recubrimiento sobre las placas, los osteoblastos
humanos se hicieron adherir a 37°C durante una hora, y las células no adheridas fueron removidas por lavado. Las
fotografias muestran los estados de los osteoblastos humanos que se hicieron adherir sobre las placas recubiertas
con: 1) atelocolageno tipo | humano de origen natural; 2) atelocolageno tipo | bovino de origen natural; 3) MC-sal; 4)
MC-Man; 5) solucion de BSA al 3% (p/v) desnaturalizada por calor; y 6) PBS. Las células para las cuales se observo
elongacion estan indicadas por flechas.

La figura 16 muestra en fotografias de contraste de fases microgramos de células después de que el atelocolageno
tipo | humano de origen natural, el atelocolageno tipo | bovino de origen natural, MC-sal, MC-Man, solucién de BSA
al 3% (p/v) desnaturalizada por calor, y PBS fueron colocados como recubrimiento sobre las placas, se hicieron
adherir osteoblastos humanos a 37°C durante una hora, las células no adheridas fueron removidas por lavado y las
placas fueron incubadas a 37°C durante tres horas. Las fotografias muestran los estados de los osteoblastos
humanos que se hicieron adherir sobre las placas las cuales estaban recubiertas con: 1) atelocolageno tipo |
humano de origen natural; 2) atelocolageno tipo | bovino de origen natural; 3) MC-sal; 4) MC-Man; 5) solucién de
BSA al 3% (p/v) desnaturalizada por calor; y 6) PBS. Las células para las cuales se observo la elongacién estan
indicadas por flechas.

La figura 17 muestra las estructuras de minicolageno tipo | y MC-GPP. A: dominio de péptido de sefializacién de
proteina D surfactante humana (SP-D); B: dominio rico en cisteina de SP-D; C: colageno tipo | humano (COL1A1) de
hélice triple (593-769); D: triple hélice COL1A1 (1178-1192); E: dominio de cuello de manosa humana que enlaza
lectina (MBL); F: dominio de reconocimiento de carbohidratos de MBL; y G: region 6 x His.

La figura 18 muestra el constructo pDC6/MC-GPP con las respectivas abreviaturas mostradas a continuacion.
PCMV: promotor de citomegalovirus; INRBG: intrén de hormona de crecimiento de conejo; MC-GPP: ADNc de
minicolageno que carece de la porcién de la region terminal C a la region GPP; PABGH: sefial de adicion poli A de
gen de hormona de crecimiento bovina; PdSV: promotor 40 de virus de simio con eliminacién de potenciado;
cd180DHFR: gen DHFR con traduccion impedida producido por la alteracion de los codones en el rango de 180
bases desde el extremo 5’ de la secuencia de nucleétidos de DHFR a los codones menos frecuentemente usados en
mamiferos; PASV: sefial de adicién poli A 40 de virus de simio; y Amp": marcador de seleccion (de resistencia a la
ampicilina) en E. coli.

La figura 19 muestra en una fotografia el resultado de analisis de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo
condiciones reductoras (con adicién de 2-mercaptoetanol) de MC-GPP purificado a partir del sobrenadante del
cultivo. La linea 1 es la MC-GPP purificada, y el peso molecular y los oligdmeros de MC-GPP estan indicados sobre
la fotografia.

La figura 20 muestra en una fotografia el resultado de analisis de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo
condiciones no reductoras (sin adicidon de 2-mercaptoetanol) de MC-GPP purificada del sobrenadante del cultivo. La
linea 1 es la MC-GPP purificada, y el peso molecular y los oligbmeros de MC-GPP estan indicados sobre la
fotografia.

La figura 21 muestra en una fotografia el resultado del analisis de electroforesis en gel de poliacrilamida bajo
condiciones nativas (sin adicién de 2-mercaptoetanol y SDS) de MC-GPP purificada a partir del sobrenadante del
cultivo. La linea 1 es la MC-GPP, y el peso molecular y los oligdmeros de MC-GPP estan indicados sobre la
fotografia.
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La figura 22 muestra en una fotografia el resultado obtenido llevando a cabo inmunoprecipitacién Western bajo
condiciones de reduccion (con adicion de 2-mercaptoetanol) de MC-GPP purificada a partir del sobrenadante del
cultivo y reversando el contraste de la fotografia de deteccidon por quimioluminiscencia. La linea 1 es la MC-GPP
purificada, y el peso molecular y el oligémero de MC-GPP estan indicados en la fotografia.

La figura 23 muestra en una fotografia el resultado obtenido llevando a cabo inmunoprecipitacién Western bajo
condiciones no reductoras (sin adicién de 2-mercaptoetanol) de MC-GPP purificada a partir del sobrenadante del
cultivo y reversando el contraste de la fotografia de detecciéon por quimioluminiscencia. La linea 1 es la MC-GPP
purificada, y el peso molecular y los oligdmeros de la MC-GPP estan indicados sobre la fotografia.

La figura 24 muestra en una fotografia el resultado del analisis de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo
condiciones reductoras (con adicion de 2-mercaptoetanol) llevado a cabo sobre MC-GPP, atelocolageno tipo |
humano de origen natural, y minicolageno fibroso purificado digerido con pepsina bajo condiciones &cidas. Las
posiciones de las bandas para MC-GPP, atelocolageno humano de origen natural (cadenas al, a2, B, y Y),
minicolageno, el dominio de colageno restante del minicolageno o MC-GPP después de la digestion y pepsina estan
indicados en la fotografia. Linea 1: adicion de MC-GPP; linea 2: adicién de MC-GPP digerida con pepsina; linea 3:
adicion de pepsina sola (misma cantidad que en la linea 2); linea 4: adiciéon de atelocolageno tipo | humano de
origen natural; linea 5: adicion de atelocolageno tipo | humano de origen natural digerido con pepsina; linea 6:
adicién de pepsina sola (misma cantidad que en la linea 5); linea 7: adicién de minicolageno fibroso purificado; linea
8: adicion de minicolageno fibroso purificado digerido con pepsina; linea 9: adiciéon de pepsina sola (misma cantidad
gue en la linea 8); y linea 10: sin adicion de MC-GPP, atelocolageno tipo | humano de origen natural, minicolageno y
pepsina.

La figura 25 es un diagrama obtenido después de la digestion de MC-GPP y de minicolageno fibroso purificado con
pepsina bajo condiciones acidas y analizando con el uso de ImageJ las bandas de la imagenes de electroforesis en
gel de poliacrilamida SDS llevada a cabo bajo condiciones reductoras (con adicién de 2-mercaptoetanol). *1 es MC-
GPP, *2 es MC-GPP digerida con pepsina, 3* es pepsina sola (misma cantidad que en *2), *4 es minicolageno
fibroso purificado, *5 es minicolageno fibroso purificado digerido con pepsina, y *6 es pepsina sola (misma cantidad
que en *5). Las bandas del marcador y sus pesos moleculares son analizados como se muestra en el diagrama.

Modo de ejecutar la invencién

De aqui en adelante, se mostraran modos para llevar a cabo la presente invencion, y la presente invencion sera
explicada en mas detalle.

La presente invencion se relaciona con una proteina recombinante que tiene una estructura de hélice triple, la cual
comprende una proteina codificada por un polinucleétido que comprende (i) a (v) a continuacion en orden desde el
terminal amino:

(i) el gen de dominio de péptido de sefializacion de colectina humana;

(ii) el gen de domino rico en cisteina de colectina humana;

(iii) el gen de dominio de colageno de colageno humano;

(iv) el gen de dominio de cuello de colectina humana; y

(v) el gen de dominio de reconocimiento de carbohidrato de colectina humana.

En la presente invencidn, una “proteina que tiene una estructura de hélice triple” puede ser una proteina en la cual
una hélice triple es construida en la etapa de produccion por cultivo, o una proteina en la cual una estructura de
hélice triple es formada a través de operaciones tales como purificacion después de la producciéon por cultivo.
Aunque es una proteina que puede tomar una estructura de hélice triple, puede ser producida en grandes
cantidades en la forma de una estructura de cadena sencilla. La proteina que puede formar una estructura de hélice
triple puede ser parte de las proteinas expresadas.

En la presente invencion, el “gen de dominio de péptido de sefial de colectina humana” no esta particularmente
limitado, pero es preferiblemente ejemplificado por el “gen de dominio de péptido de sefal de proteina D surfactante
humana (SP-D)" o mas preferiblemente un polinucleétido que comprende la secuencias de nucleétidos de SEQ ID
NO: 4.

En la presente invencion, el “gen de dominio rico en cisteina de colectina humana” no esta particularmente limitado,

pero es ejemplificado preferiblemente por el “gen del dominio rico en cisteina de proteina D surfactante humana
(SP-D)” o méas preferiblemente un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 5.
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En la presente invencion, el “gen de dominio de cuello de colectina humana” no esta particularmente limitado, pero
es ejemplificado preferiblemente por el “gen de dominio de cuello de lectina enlazante a manano humana (MBL)” o
mas preferiblemente un polinucleétido que comprende la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 6.

En la presente invencion, el “gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de colectina humana” no esta
particularmente limitado, pero es ejemplificado particularmente por el “gen de dominio de reconocimiento de
carbohidratos de lectina enlazante a manano humana (MBL)" o mas preferiblemente un polinucleétido que
comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 7.

En la presente invencion, el “gen de dominio de colageno de colageno humano” no esta particularmente limitado,
pero el gen comprende preferiblemente al menos uno o mas tipos de genes de dominio de colageno de colagenos
humanos de cadena a. Adicionalmente, este gen es preferiblemente un gen de dominio de colageno de colageno
humano tipo | compuesto de colageno humano de cadena a. Un ejemplo de un dominio de gen de colageno de
colageno humano de cadena a de la presente invencion es mas preferiblemente un polinucleétido que comprende la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 8. Adicionalmente, puede ser un gen de dominio de colageno que carece
de la region de la region C terminal a la region GPP del gen de dominio de colageno. Un ejemplo de tal gen de
dominio de colageno que carece de la porcion de la regién terminal C a la regién GPP es mas preferiblemente un
polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 15.

Se conocen mas de 20 diferentes tipos de colageno y aproximadamente 25 tipos de cadenas a constituyentes. Los
genes que los codifican han sido clonados y las secuencias de nucleétidos de los mismos han sido elucidadas
(“Connective Tissue and Its Heritable Disorders”, pp 145-165, publicado por Weily-Liss Inc. (1992)). Estos genes
pueden ser introducidos en un vector usado en la presente invencion que puede expresar altamente genes foraneos
por técnicas de recombinacién de genes conocidas para los experimentado en la técnica (por ejemplo, “Molecular
Cloning” second edition, published by Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)). El ADNc de colageno humano
usado en la presente invencion puede ser cualquiera de estos ADNc clonados de colageno, e incluye ADNc de
péptidos de colageno parciales.

El tipo de colageno de la presente invencién no esta limitado especificamente, pero el colageno tipo mamifero es
preferible, y el colageno tipo humano es mas preferible.

Adicionalmente, la proteina que tiene una estructura de hélice triple de la presente invenciéon también incluye una
proteina que tiene una estructura de hélice triple de la presente invencidon cuya secuencia de aminoacidos es
modificada parcialmente por sustitucion, eliminacién o similares. Ademas, hay métodos conocidos para obtener
células transducidas que expresan moléculas de proteina introduciendo un vector en células de mamifero
anfitrionas. Pueden aplicarse métodos similares a la presente invencion.

Una “proteina que tiene una estructura de hélice triple” de la presente invencion es ejemplificada mas
preferiblemente por una proteina recombinante que tiene una estructura de hélice triple, incluyendo una proteina que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una proteina codificada por un polinucleétido que
comprende la secuencia de polinucleétidos de SEQ ID NO: 3.

Adicionalmente, la presente invencion se relaciona con un método para producir una proteina que tiene una
estructura de hélice triple, que comprende las etapas de:

(a) introducir en un vector un polinucleétido que comprende (i) a (v) a continuacion en orden desde el terminal
amino:

(i) el gen de dominio de péptido de sefial de colectina humana;

(ii) el gen de domino rico en cisteina de colectina humana;

(iii) el gen de dominio de colageno de colageno humano;

(iv) el gen de dominio de cuello de colectina humana; y

(v) el gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de colectina humana;

(b) transformar una célula anfitriona por introduccién de un gen utilizando el vector; y

(c) cultivar o hacer crecer el transformante y recolectar las proteinas que tienen una estructura de hélice triple a
partir de estas células o de su sobrenadante de cultivo.

El siguiente método puede ser utilizado para examinar si una proteina que tiene una estructura de hélice triple es
sintetizada como proteina recombinante por células introducidas con el vector antes mencionado. Especificamente,
los péptidos del colageno pueden ser identificados por métodos inmunoquimicos tales como inmunoprecipitacion

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2536 198 T3

Western utilizando anticuerpos disponibles comercialmente que se enlazan especificamente a colageno humano. El
colageno usualmente no migra de acuerdo con el peso molecular en electroforesis en gel de poliacrilamida SDS
(Nature, 227, 680-685 (1970)). Asi, la reactividad de una muestra con un anticuerpo anticolageno puede ser
examinada después de que la muestra es sometida a electroforesis simultdneamente con colageno como marcador
y transferida a una membrana de nylon o a una membrana de nitrocelulosa de acuerdo con el método de Matsudaira
et al. (J. Biol. Chem., 261, 10035-10038 (1987)). Adicionalmente, si una molécula que tiene una estructura de hélice
triple esta presente en los productos de colageno recombinante generados por el vector de expresién puede
examinarse como sigue.

El colageno fibroso tipico es una molécula de tres cadenas formada a partir de tres subunidades (cadena a), y tiene
una estructura de hélice triple intramolecular. Adicionalmente, el colageno que tiene una estructura de hélice triple es
conocido por ser resistente a la digestién con pepsina. Asi, la presencia de moléculas de tres cadenas en una
muestra de proteina puede ser confirmada digiriendo los sobrenadantes del cultivo de células introducidas con el
vector de expresion de genes exdgeno alto antes mencionado con pepsina en condicién acida, y examinando si la
muestra tiene una estructura resistente a la pepsina.

Especificamente, en la presente invencion, las muestras de proteina tratadas con pepsina fueron sometidas a
electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo condiciones reductoras. Como resultado, el colageno recombinante
obtenido demostrd tener resistencia a la pepsina similar a la del colageno natural, y asi se esperaba que los péptidos
de colageno que tienen una propiedad resistente a la pepsina estuvieran contenidos en sobrenadantes de cultivo de
células introducidas con el vector de expresion de gen exdgeno alto. Los resultados antes mencionados muestran
que el vector de expresion de la presente invencion tiene la capacidad de sintetizar en células anfitrionas, colageno
que tiene resistencia a la pepsina, lo cual es una caracteristica equivalente al colageno encontrado en el cuerpo
vivo.

Los métodos para producir y purificar las proteinas de la presente invencién que tienen una estructura de hélice
triple se muestran mas abajo, sin estar limitado a los mismos.

Las células de mamifero utilizadas para cultivo como célula anfitiona en la presente invenciébn no estan
particularmente limitadas pero preferiblemente son células CHO.

El cultivo a gran escala de las células CHO utilizadas en la presente invencion puede hacerse por cultivo en
suspension. Por ejemplo, de 1 x 10% a 1 x 10° células CHO recombinantes introducidas con un vector de expresion
de colageno humano que contienen un gen de neomicina fosfotransferasa debilitado, gen de hidrofolato reductasa
de ratéon, y ADNc que codifica colageno humano o un péptido parcial del mismo pueden cultivarse en un matraz en
agitacion o en un matraz con rotacién utilizando de 100 ml a 1 L de medio de cultivo. Después de cultivar estas
células durante un periodo de tiempo apropiado, las proteinas pueden ser extraidas de los sobrenadantes de cultivo
recolectados en grandes cantidades.

En los sobrenadantes de cultivo de células CHO recombinante introducidas con el vector de expresion de colageno
humano que contienen un gen de neomicina fosfotransferasa debilitado, un gen de dihidrofolato reductasa de ratén,
y ADNc que codifica colageno humano o un péptido parcial de la misma, existen no solamente moléculas de
proteina de tres cadenas con una estructura de hélice triple, sino también proteinas que no se han conformado en
las moléculas de tres cadenas normales. Como se mencioné mas arriba, las proteinas similares al colageno que no
tengan una estructura de hélice triple son digeridas por la pepsina. Asi, las proteinas similares al colageno que
carecen de una estructura de hélice triple pueden ser removidas por digestidon con pepsina. Este tratamiento puede
al mismo tiempo degradar y remover las proteinas en los sobrenadantes de cultivo diferentes a las moléculas de
proteina de tres cadenas que tenian una estructura de hélice triple. Utilizando las caracteristicas antes mencionadas,
las proteinas que no son colageno asi como las proteinas que carecen de una estructura de hélice triple pueden ser
digeridas y removidas por tratamiento directo con pepsina de las proteinas totales presentes en los sobrenadantes
del cultivo de células CHO recombinantes introducidas con el vector de expresion del colageno humano que
contiene un gen de neomicina fosfotransferasa debilitado, un gen de dihidrofolato reductasa de ratén, y ADNc que
codifica colageno humano o un péptido parcial del mismo.

En la presente invencion, el colageno humano de interés es todos los colagenos humanos incluyendo los colagenos
tipo I a XXI que son conocidos actualmente, y también incluyen péptidos parciales de los mismos. El tipo del
colageno de la presente invencién no esta limitado particularmente pero incluye, como ejemplos representativos, tipo
I, tipo II, tipo IlI, tipo IV, tipo V, tipo VII, tipo IX, tipo XI, tipo XlI, tipo XVII, y tipo XVIII, y preferiblemente tipo I, tipo I,
tipo 1. Los tipos I, IV, V, IX, y XI consisten de dos o tres tipos de cadenas a, y los tipos II, lll, VII, XII, XVII, y XVIII
consisten de un tipo de cadena a. Tienen cada una la siguiente composicion molecular: tipo I: [al(l)].a2(1), tipo II:
[al(ID]s, tipo III: [al(ll)]s, tipo IV: [al(IV)202(1V), tipo V: [al(V)]202(V) y al(V)a2(V)a3(V), tipo VII: [al(VI)]s, tipo IX:
al(IX)a2(1X)a3(1X), tipo XI: al(X)a2(X)a3(XI), tipo XlI: [a1(XI)]s, tipo XVII: [al(XVII)]s, o tipo XVIII: [al(XVIII)]s; sin
embargo, la composicién molecular del colageno de la presente invencion no esta limitada particularmente.
Adicionalmente, la composicion molecular del colageno de la presente invencién no esta restringida a la del
colageno natural, y puede ser compuesta artificialmente de tres diferentes tipos de cadenas a.
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Las secuencia de nucledtidos de un ADN que codifica la cadena 1a del colageno tipo | de la presente invencion esta
indicada en SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucleétidos de un ADN que codifica la cadena 2a del colageno tipo |
esta indicada en SEQ ID NO: 11, la secuencia de nucle6tidos de un ADN que codifica la cadena la de colageno tipo
Il esta indicada en SEQ ID NO: 12, y la secuencia de nucle6tido de un ADN que codifica la cadena 1a de colageno
tipo lll esta indicada en SEQ ID NO: 13.

Los ADN que codifican el colageno de la presente invencion incluyen oligonucleétidos que comprenden cualquiera
de las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NOs: 10 a 13, y preferiblemente incluyen oligonucleétidos que hibridan
selectivamente a oligonucleétidos que comprenden cualquiera de las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NOs: 10
a 13. "Hibridizantes selectivamente" se refiere a moléculas de acidos nucleicos que hibridan, forman cadena dobles
con, o se enlazan sustancialmente a moléculas que tienen una secuencia predeterminada (esto es, un segundo
polipéptido) presentes en una muestra de ADN o ARN bajo condiciones de hibridacién de restricciéon apropiada. Las
condiciones restrictivas son, por ejemplo, usualmente condiciones de 42°C, 2x SSC, y 0.1% de SDS,
preferiblemente condiciones de 50°C, 2x SSC, y 0.1% de SDS, y mas preferiblemente condiciones de 65°C, 0.1x
SSC, y 0.1% de SDS, pero no esta limitados particularmente a estas condiciones. Los factores que afectan la
restriccion de la hibridacién pueden incluir factores plurales tales como la temperatura y la concentracién de sal, y
los experimentados en la técnica pueden seleccionar apropiadamente estos factores para alcanzar la restriccion mas
apropiada.

Las proteinas que tienen una estructura de hélice triple producidas por la presente invencion pueden ser moléculas
de procolageno en las cuales un polipéptido esta enlazado a los términos N y C en el dominio del colageno, o
pueden estar en una forma en la cual el polipéptido es removido.

En la presente invencion, "péptidos parciales de colageno” se refieren a polipéptidos que son codificados por 20% o
mas (por ejemplo, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, o 90%) de los polinucledtidos de un ADNc que codifica colageno
(denominado de aqui en adelante como minicolageno). Los péptidos también incluyen aquellos en los cuales las
secuencias de aminodacidos de colageno son modificadas parcialmente o aquellas que tienen una secuencia de
aminoacidos no colageno agregada.

En la presente invencion “células de mamiferos con baja expresiéon de colageno” se refiere a células que producen
50 ng/mL de colageno o menos cuando se cultivan a 1 x 10° células/mL; y ejemplos preferidos son células CHO. En
la presente invencidn, “expresién alta” se refiere a la expresion de 1 ug/mL de minicolageno o mas, preferiblemente
expresion de 5 pg/mL o mas de minicolageno por 5.0 x 10° células/mL de células de CHO introducidas por el gen a
72 horas de cultivo.

En la presente invencion, “vectores que pueden expresar altamente genes foraneos” se refiere, por ejemplo, a
vectores que comprenden un gen marcador para la selecciéon de farmacos en células de mamifero, con una
actividad débil, de tal forma que la insercion ocurre selectivamente en una regién activamente transcrita del
cromosoma de las células de mamifero. Tales vectores incluyen preferiblemente el vector pNC1 (SEQ ID NO: 2), y
mas preferiblemente incluyen el vector pDC6/CF (SEQ ID NO: 9). Ejemplo de los vectores de expresion de la
presente invencion incluyen los vectores de expresion descritos especificamente en los Ejemplos, pero no se limitan
a los mismos. En la presente invencion, el método de cultivo puede ser bien cultivo por suspension o por adhesion.

Ejemplos
[Ejemplo 1] Construcciéon de pNC1/minicolageno tipo |

Utilizando métodos bien conocidos para los experimentados en la técnica, el pNC1/minicolageno tipo | (figura 1) fue
construido sustituyendo la secuencia de nucleétidos No. 1274 del vector pNC1 descrito en SEQ ID NO: 2 con el
ADNCc que codifica minicolageno de SEQ ID NO: 3 (descrito de aqui en adelante como minicolageno tipo I).

[Ejemplo 2] Introduccién de pNC1/minicolageno tipo | en células CHO, y seleccion de G418 utilizando un medio CD
0 un medio producido agregando un aditivo de base no animal a un medio CD.

10 pg de pNC1/minicolageno tipo | fueron transfectados en 5.0 x 10° células CHO (células CHO DG44) en matraces
de cultivo de 25 cm? utilizando el método de la Lipofectina (se utilizé Lipofectamine™ LTX, Invitrogen). El método de
transfeccioén siguié las instrucciones del fabricante. A 48 horas después de la transfeccion se determino el nimero
de células, y luego las células fueron diluidas en un medio CHO-CD con hidrolizado (IS Japon) que contenia Gluta
MAX™-| 4 mM (Invitrogen). Las células fueron sembradas entonces en concentraciones de 1000 células/pozo y 100
células/pozo en cinco placas de microtitulacion de 96 pozos cada una para un total de diez placa (960 pozos) y
cuando se cultivaron en la presencia de gas diéxido de carbono 5% a 37°C durante aproximadamente tres semanas,
se observaron células supervivientes (clones resistentes a G418). Se seleccionaron arbitrariamente 72 clones
resistentes a G418 seleccionados de las células supervivientes, y subsecuentemente se determinaron los niveles de
produccién de minicolageno en los sobrenadantes del cultivo.
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[Ejemplo 3] Determinacién de los niveles de produccion de minicolageno por clones transfectados con
pNC1/minicolageno tipo |

El nivel de produccién fue examinado por ELISA. Tal como se indica en la figura 1, puesto que el minicolageno
contiene un dominio de reconocimiento de carbohidratos de MBL humano en su porcién de terminal C, se utilizaron
anticuerpos MBL humanos para la deteccién de minicolageno. Utilizando 1 pg/mL de un anticuerpo MBL antihumano
(obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University, Japén) diluido con un regulador de recubrimiento
(NaxCO3 15 mM, NaHCOs; 35 mM, NaNj3 al 0.05%, pH 9.6), se recubrieron placas de 96 pozos (F96 MAXI SORP
Nunc-Immunoplate, Cat. no. 442404, Nunc) a 4°C durante 16 horas. Después de bloquear con Block Ace (Dainippon
Sumitomo Pharma Co., Ltd.) al 4%, se aplicaron 100 pyL de cada uno de los sobrenadantes del cultivo 14 dias
después de la transfeccién (dilucién 1/10), una serie de diluciones de dos veces (20 a 0.3125 ng/mL) de MBL
humano purificado (obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University) en medio IS CHO-CD con
hidrolizado (IS Japén) el cual es un medio libre de suero para células CHO, y medio IS CHO con hidrolizado (IS
Japdn), y la incubacién se llevé a cabo a 37°C durante una hora. Adicionalmente, se aplicaron 0.1 pug/mL de un
anticuerpo monoclonal MBL humano biotinilado (obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University) a 100
pL/pozo y esto fue incubado a 37°C durante una hora. Se aplico el kit VECTASTAION Elite ABC STANDARD (2
gotas de reactivo A, 2 gotas de reactivo B / 5 mL, Vector) el cual habia sido incubado a 37°C durante 30 minutos, a
100 pL/pozo, y esto se dejo reaccionar a 37°C durante 45 minutos. Se aplicd adicionalmente PEROXIDASE
SUBSTRATE KIT TMB (2 gotas de regulador, 3 gotas de TMB, 2 gotas de HYDROGEN PEROXIDE / 5 mL, Vector),
el cual habia sido incubado a temperatura ambiente durante 30 minutos, a 100 pL/pozo. Después de que esto se
hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 15 minutos, se agreg6 acido fosférico 1 M a 100 plL/pozo para
detener la reaccion. La concentracion de minicolageno fue calculada a partir de la curva de calibracion de MLB
humano purificado utilizando un lector de microplacas (modelo 680, manufacturado por BioRad) y midiendo la
absorbancia a 450 nm. Las diez muestras superiores con los niveles de producciéon de minicolageno mas altos
fueron determinadas de acuerdo con los resultados obtenidos por ELISA. Las diez muestras superiores fueron
resembradas adicionalmente, transferidas a placas de 24 pozos junto con medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS
Japon) que contenia Gluta MAX™-I 4 mM (Invitrogen), y las células fueron cultivadas hasta que ocuparon 1/3 0 mas
de cada pozo. Se colocaron 0.4 mL de cada linea en un tubo esterilizado, y se centrifugd a 200 x g durante dos
minutos. El sobrenadante fue descartado, las células fueron suspendidas en un medio fresco (medio IS CHO-CD
con hidrolizado (IS Japén) que contenia Gluta MAX™-| 4 mM (Invitrogen)), y se determiné el recuento celular. Luego
el nimero de células fue ajustado a 5 x 10° células/mL por dilucion en el medio, se transfirieron 0.2 mL de este a
nuevas placas de 24 pozos, y se incubaron en la presencia de gas de diéxido de carbono al 5% a 37°C durante 72
horas. Después de la centrifugacion a 9300 x g durante dos minutos, el sobrenadante fue recolectado.
Subsecuentemente, se determind el nivel de produccién de minicolageno en el sobrenadante del cultivo.

El nivel de produccién fue examinado por ELISA, utilizando 1 pg/mL de un anticuerpo MBL antihumano (obsequio
del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University, Japon) diluido con un regulador de recubrimiento (Na,CO3 15 mM,
NaHCO3; 35 mM, NaNs al 0.05%, pH 9.6), placas de 96 pozos (F96 MAXI SORP Nunc-Immunoplate, Cat. no.
442404, Nunc) recubiertas a 4°C durante 16 horas. Después de bloquear con Block Ace (Dainippon Sumitomo
Pharma Co., Ltd.) al 4%, se aplicaron 100 uL de cada uno de los sobrenadantes de los cultivos de 72 horas (en
dilucién 1/1000), una serie de diluciones dos veces (de 20 a 0.3125 ng/mL) de MBL purificado (obsequio del Dr.
Otani en la Asahikawa Medical University) en medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS Japon) el cual es un medio libre
de suero para células CHO, y medio IS CHO con hidrolizado (IS Japon), y la incubacién se llevé a cabo a 37°C
durante una hora. Posteriormente, se aplico 0.1 pg/mL de un anticuerpo monoclonal MBL humano biotinilado
(obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University) a 100 puL/pozo y este fue incubado a 37°C durante una
hora. Se aplicé el kit VECTASTAION Elite ABC STANDARD (2 gotas de reactivo A, 2 gotas de reactivo B / 5 mL,
Vector), el cual habia sido incubado a 37°C durante 30 minutos, a 100 pL/pozo, y este se dejo reaccionar a 37°C
durante 45 minutos. Se aplicé posteriormente PEROXIDASE SUBSTRATE KIT TMB (2 gotas de regulador, 3 gotas
de TMB, 2 gotas de HYDROGEN PEROXIDE / 5 mL, Vector) el cual habia sido incubado a temperatura ambiente
durante 30 minutos, a 100 uL/pozo. Después este se hizo reaccionar a temperatura ambiente durantel5 minutos, se
agrego acido fosférico 1 M a 100 pL/pozo para detener la reaccién. La concentracién de minicolageno fue calculada
a partir de la curva de calibracién de MBL humano purificado utilizando un lector de microplacas (modelo 680,
manufacturado por BioRad) y midiendo la absorbancia de 450 nm. Las diez muestras superiores con los niveles de
produccién de minicolageno mas altos determinadas de acuerdo con los resultados obtenidos por ELISA se
muestran en la Tabla 1.

[Tabla 1]

Niveles de produccién de minicolageno de clones resistentes a G418

Nombre del clon Nivel de produccion (ug/mL)

MC 1 2.6
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Niveles de produccion de minicolageno de clones resistentes a G418
Nombre del clon Nivel de produccion (ug/mL)
MC 10 5.2

MC 11 1.8

MC 12 3.8

MC 13 4.5

MC 21 6.3

MC 24 35

MC 34 2.9

MC 51 0.6

MC 64 4.5

[Ejemplo 4] Construccion de pDC6/CF minicolageno tipo |

Utilizando métodos bien conocidos para los experimentados en la técnica, se construyé pDC6/CF bajo minicolageno
tipo | (figura 2) sustituyendo la secuencia de nucleétidos No. 1059 del vector pDC6/CF descrito en SEQ ID NO: 9 con
el ADNc que codifica minicolageno de SEQ ID NO: 3 (descrito de aqui en adelante como minicolageno tipo I).

[Ejemplo 5] Introducciéon de pDC6/CF minicolageno tipo | en células CHO, y seleccion utilizando un medio CD o un
medio producido por la adicion de un aditivo con base no animal a un medio CD

Se transfectaron 10 pg de pNC1/minicolageno tipo | en 5.0 x 10° células CHO (células CHO DG44) en matraces de
cultivo de 25 cm? utilizando el método de Lipofectina (se utilizé Lipofectamine™ LTX, Invitrogen). El método de
transfeccion siguio las instrucciones del fabricante. 48 horas después de la transfeccion, se determino el nimero de
células y luego las células fueron diluidas en un medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS Japén) que contenia Gluta
MAX™-| 4 mM (Invitrogen). Las células fueron sembradas a concentraciones de 4000 células/pozo y 1000
células/pozo en cinco placas de microtitulacion de 96 pozos cada una para un total de diez placas (960 pozos), y
después de ser cultivadas en la presencia de gas de dioxido de carbono al 5% a 37°C durante aproximadamente
tres semanas, se observaron células supervivientes (clones supervivientes). Se seleccionaron arbitrariamente 157
clones supervivientes de las células supervivientes, y subsecuentemente se determinaron los niveles de produccién
de minicolageno en los sobrenadantes del cultivo.

[Ejemplo 6] Determinacion de los niveles de produccion de minicolageno por clones transfectados de
pDC6/CF_minicolageno tipo |

El nivel de produccién fue examinado por ELISA. Tal como se indica en la figura 2, puesto que el minicolageno
contiene el dominio de reconocimiento de carbohidratos de MBL humano en su porcion terminal C, se utilizaron
anticuerpos MBL humanos para la deteccion de minicolageno. Utilizando 1 pg/mL de un anticuerpo MBL antihumano
(obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University, Japén) diluido con un regulador de recubrimiento
(NaxCO3 15 mM, NaHCO3; 35 mM, NaNsz al 0.05%, pH 9.6), se recubrieron placas de 96 pozos (F96 MAXI SORP
Nunc-Immunoplate, Cat. no. 442404, Nunc) a 4°C durante 16 horas. Después de bloquear con Block Ace (Dainippon
Sumitomo Pharma Co., Ltd.) al 4%, se aplicaron 100 uL de cada uno de los sobrenadantes de cultivo 14 dias
después de la transfeccién (a dilucion 1/1000), dilucién en serie dos veces (de 20 a 0.3125 ng/mL) de MBL humano
purificado (obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University) en medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS
Japén) el cual es un medio libre de suero para células CHO, y medio IS CHO con hidrolizado (IS Japén), y la
incubacién se llevé a cabo a 37°C durante una hora. Adicionalmente, se aplic6 0.1 pug/mL de un anticuerpo
monoclonal MBL biotinilado (obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University) a 100 pL/pozo y este fue
incubado a 37°C durante una hora. Se aplico el kit VECTASTAION Elite ABC STANDARD (2 gotas de reactivo A, 2
gotas de reactivo B / 5 mL, Vector), el cual habia sido incubado a 37°C durante 30 minutos, a 100 uL/pozo, y este se
dejo reaccionar a 37°C durante 45 minutos. Se aplico posteriormente el PEROXIDASE SUBSTRATE KIT TMB (2
gotas de regulador, 3 gotas de TMB, 2 gotas de HYDROGEN PEROXIDE / 5 mL, Vector), el cual habia sido
incubado a temperatura ambiente durante 30 minutos, a 100 uL/pozo. Después de que este se hizo reaccionar a
temperatura ambiente durante 15 minutos, se agreg6 acido fosférico 1 M a 100 pL/pozo para detener la reaccién. La
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concentracion de minicolageno fue calculada a partir de la curva de calibraciéon de MBL humano purificado utilizando
un lector de microplacas (modelo 680, manufacturado por BioRad) y midiendo la absorbancia a 450 nm. Se
determinaron diez muestras superiores con los niveles de produccion de minicolageno mas altos de acuerdo con los
resultados obtenidos por ELISA. Las diez muestras superiores fueron resembradas de nuevo, transferidas a placas
de 24 pozos junto con medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS Japon) que contenia Gluta MAX™-1 4 mM (Invitrogen),
y las células fueron cultivadas hasta que ocuparon 1/3 o mas de cada pozo. Se colocaron 0.4 mL de cada linea en
un tubo esterilizado, y se centrifugé a 200 x g durante dos minutos. El sobrenadante fue descartado, las células
fueron suspendidas en 0.1 mL de medio fresco (medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS Jap6n) que contenia Gluta
MAX™-| 4 mM (Invitrogen)), y se determind el recuento celular. Luego el nimero de células fue ajustado a 5.0 x 10°
células/mL por dilucién en el medio, 0.2 mL de este fueron transferidos a nuevas placas de 24 pozos, y se incubaron
en presencia de gas de dioxido de carbono al 5% a 37°C durante 72 horas. Después de centrifugar a 9300 x g
durante dos minutos, el sobrenadante fue recolectado. Subsecuentemente, se determiné el nivel de produccion de
minicolageno en el sobrenadante del cultivo.

El nivel de produccion fue examinado por ELISA. Utilizando 1 pg/mL de un anticuerpo MBL antihumano (obsequio
del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University, Japon) diluido con un regulador de recubrimiento (Na,COs 15 mM,
NaHCOj3; 35 mM, NaN3 al 0.05%, pH 9.6), se recubrieron placas de 96 pozos (F96 MAXI SORP Nunc-Immunoplate,
Cat. no. 442404, Nunc) a 4°C durante 16 horas. Después de bloquear con Block Ace (Dainippon Sumitomo Pharma
Co., Ltd.) al 4%, se aplicaron 100 uL de cada uno de los sobrenadantes de los cultivos a 72 horas (a dilucién
1/1000), de series en dilucion a dos veces (de 20 a 0.3125 ng/mL) de MBL humano purificado (obsequio del Dr.
Otani en la Asahikawa Medical University) en medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS Japon) el cual es un medio libre
de suero para células CHO, y medio IS CHO con hidrolizado (IS Japon), y la incubacién se llevé a cabo a 37°C
durante una hora. Adicionalmente, se aplicaron 0.1 pg/mL de un anticuerpo monoclonal MBL humano biotinilado
(obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University) a 100 puL/pozo y esto fue incubado a 37°C durante una
hora. El kit VECTASTAION Elite ABC STANDARD (2 gotas de reactivo A, 2 gotas de reactivo B / 5 mL, Vector), el
cual habia sido incubado a 37°C durante 30 minutos, fue aplicado a 100 pL/pozo, y se dejd reaccionar a 37°C
durante 45 minutos. Se aplicaron posteriormente PEROXIDASE SUBSTRATE KIT TMB (2 gotas de regulador, 3
gotas de TMB, 2 gotas de HYDROGEN PEROXIDE / 5 mL, Vector), el cual habia sido incubado a temperatura
ambiente durante 30 minutos, a 100 uL/pozo. Después se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 15
minutos, se agreg6 acido fosférico 1 M a 100 uL/pozo para detener la reaccién. La concentracién de minicolageno
fue calculada a partir de la curva de calibracién de MBL humano purificado utilizando un lector de microplacas
(modelo 680, manufacturado por BioRad) y se midi6 la absorbancia a 450 nm. Las diez muestras superiores con los
niveles de produccién mas altos de minicoldgeno determinados de acuerdo con los resultados obtenidos por ELISA
se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2

Niveles de produccion de minicolageno de clones cultivados en medio libre de HT
Nombre del clon Nivel de produccion (ug/mL)
MC6-22 8.6

MC6-33 8.5

MC6-35 7.1

MC6-55 9.7

MC6-57 9.9

MC6-97 8.6

MC6-116 9.9

MC6-126 8.4

MC6-137 5.6

MC6-145 9.5

[Ejemplo 7] Purificacién de minicolageno
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Células CHO que expresan minicolageno (pNC1/minicolageno tipo I-21) fueron ajustadas a 2.0 x 10° células/mL con
medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS JAPON) suplementado para tener concentraciones finales de Gluta MAX™-| 4
mM (GIBCO), cultivo celular probado de sulfato G418 (CALBIOCHEM) 0.4 mg, y 1 x HT solucién de suplemento
(GIBCO), y cultivado por cultivo estacionario y matraces T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de dioxido de
carbono al 5% durante 14 dias (celda 150 HERA, Heraeus). Las siguientes etapas fueron llevadas a cabo a 4°C a
menos que se especifique otra cosa. Las soluciones de cultivo fueron recolectadas y centrifugadas a 1,750 x g
durante una hora (EX-126, TOMY) para separar las células y el sobrenadante. A este sobrenadante (1.4 L), se
agrego cloruro de sodio (Wako) para obtener 0.4 M y el pH fue ajustado (F-51, HORIBA) a 7.4 a 4°C utilizando
hidréxido de sodio (Wako), y este fue concentrado a 1/20 veces su volumen utilizando filtracion de flujo cruzado
(VIVAFLOWS50; 10,000 MWCO PES; VIVASIENCE). Los precipitados formados en este proceso fueron recolectados
por centrifugacion (EX-126, TOMY) a 1,750 x g durante una hora. El sobrenadante fue dializado durante tres dias
(membranas de didlisis Spectra/Pro™ Biotech; 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra TBS (TBS en
polvo, Takara) que contiene EDTA 5 mM (Dojindo), y cloruro de calcio (Wako) y se agrego el cloruro de sodio
(Wako) para obtener 20 mM y 2 M, respectivamente, para generar la precipitacion. Esto fue centrifugado a 1,750 x g
durante una hora (EX-126, TOMY) para separar los precipitados y el sobrenadante. Estos precipitados fueron
combinados con los precipitados recolectados previamente, dializados (membranas para dialisis de éster de celulosa
(CE) Spectra/Pro™ Biotech; 25,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra agua MilliQ (MILLIPORE) durante
cinco dias, y liofilizados (Concentrador 5301, Eppendorf) para obtener las proteinas purificadas. 1.47 mg de las
proteinas purificadas fueron disueltas en 1.47 mL de solucion de acido acético 50 mM (Wako), y fue utilizado en los
siguientes ensayos. Adicionalmente, el minicolageno remanente en el sobrenadante fue purificado utilizando una
columna de manano agarosa utilizando el enlazamiento con manano. Primero, se lleno una Econo-Column (BIO-
RAD) con 4.5 mL de gel de manano agarosa (SIGMA), el gel fue lavado y equilibrado con 45 mL de TBS (TBS en
polvo, Takara) que contenia EDTA 5 mM (Dojindo) y TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia cloruro de calcio 5
mM (Wako), y el sobrenadante fue cargado por circulacién a una rata de flujo de 1.0 mL/minuto durante 17.5 horas.
La remocién del sobrenadante fue seguida por lavado con 10 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia
cloruro de calcio 5 mM (Wako) y eluyendo el minicolageno con 20 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia
EDTA 5 mM (Dojindo). El eluido fue dializado (membranas de dialisis Spectra/Pro™ Biotech; 10,000 MWCO;
Spectrum Laboratories, Inc.) contra cloruro de sodio 0.4 M — regulador de tri-clorhidrato 0.1 M (pH 7.4 a 4°C) durante
cinco dias. Después de esto, el volumen fue concentrado a 1/10 por ultrafiltraciéon a 1,750 x g durante 30 minutos
utilizando Amicon Ultra-15 (10,000 MWCO; MILLIPORE). Finalmente, se recolectaron 7.7 mg de minicolageno
fibroso como precipitado a partir de 1.4 L del sobrenadante del cultivo, y subsecuentemente, se recolectaron 2.5 mg
de minicolageno soluble en agua que tenia la actividad de enlazamiento al manano a partir del sobrenadante
remanente (Véase figura 3).

[Ejemplo 8] Andlisis de minicolageno

Las proteinas purificadas a partir del sobrenadante del cultivo y el minicolageno soluble en agua fueron analizadas
por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo condiciones reductoras.

Mas especificamente, 10 pL del regulador de muestra Laemmli (BIO-RAD) que contenia 2-mercaptoetanol al 5%
(Wako) fueron agregados a 10 pL de cada una de las proteinas purificadas y el minicolageno soluble en agua
(diluido cada uno diez veces con TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia cloruro de calcio 20 mM (Wako)) para
reduccion por calentamiento a 98°C durante cinco minutos (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL, TaKaRa
BIOMEDICALS). Se colocé un regulador de electroforesis (tris/glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ al 5% a 20%
de 17 pozos (Wako) en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), se
aplicaron 10 pL de soluciones de muestras tratadas con calor a Super Sep™ al 5% a 20% de 17 pozos (Wako), y se
llevé a cabo la electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 50 minutos. Después de esto, el gel
fue lavado con 25 mL de DW (MILLIPORE) con agitaciéon durante cinco minutos, y esto se repitié por tres veces. El
gel fue sometido a tincién con 25 mL de Quick-CBB PLUS (Wako) durante una hora, y luego se destifié en 25 mL de
DW (MILLIPORE) durante una hora (véase figura 4).

[Ejemplo 9] Andlisis de minicolageno

Las proteinas purificadas a partir del sobrenadante del cultivo y el minicolageno soluble en agua fueron analizados
por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS bajo condiciones no reductoras.

Mas especificamente, 10 uL del regulador de muestra Laemmli (BIO-RAD) que no contiene 2-mercaptoetanol fue
agregado a cada uno de proteinas purificadas y minicolageno soluble en agua (diluido cada uno diez veces con TBS
(TBS en polvo, Takara) que contenia cloruro de calcio 20 mM (Wako)) y esto fue tratado por calentamiento a 98°C
durante cinco minutos (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL, TaKaRa BIOMEDICALS). Se colocé un regulador
de electroforesis (tris/glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ de 3% a 10% 17 pozos (Wako) en un recipiente de
electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), y se aplicaron 10 pL de las soluciones de
muestras tratadas con calor a Super Sep™ 3% a 17%, 17 pozos (Wako), y la electroforesis fue llevada a cabo a 40
mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 50 minutos. Luego, el gel fue lavado con 25 mL de DW (MILLIPORE)
con agitacion (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries) durante cinco minutos, y esto fue repetido tres veces. El
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gel fue sometido a tincién en 25 mL de Quick-CBB PLUS (Wako) durante una hora, y luego destefiido en 25 mL de
DW (MILLIPORE) durante una hora (véase figura 5).

[Ejemplo 10] Analisis de minicolageno

Las proteinas purificadas a partir del sobrenadante del cultivo y el minicolageno soluble en agua fueron analizados
por electroforesis en gel de poliacrilamida nativa.

Mas especificamente, 10 pL del regulador de muestra nativo (BIO-RAD) que no contenia 2-mercaptoetanol ni SDS
fueron agregados a 10 pL de cada uno de proteinas purificadas y minicolageno soluble en agua (diluido cada uno
diez veces con TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia cloruro de calcio 20 mM (Wako)). Se colocaron un
regulador de electroforesis (tris/glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ de 3% a 10% 17 pozos (Wako) en un
recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), se aplicaron 10 uL de las
soluciones de muestras preparadas a Super Sep™ de 3% a 10% 17 pozos (Wako), y se llevé a cabo la
electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 50 minutos. Luego el gel fue lavado con 25 mL de
DW (MILLIPORE) con agitacién durante (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries) durante cinco minutos, y esto
fue repetido durante tres veces. El gel fue sometido a tincion en 25 mL de Quick-CBB PLUS (Wako) durante una
hora, y luego destefiido en 25 mL de DW (MILLIPORE) durante una hora (véase figura 6).

[Ejemplo 11] Inmunoprecipitacion Western bajo condiciones reductoras

Puesto que el minicolageno codifica el dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) del MBL, el dominio CRD
esta incluido en el minicolageno expresado. Por lo tanto, los anticuerpo anti-MBL (con reconocimiento del dominio
CRD) pueden enlazarse al mismo. Esto fue utlizado para llevar a cabo inmunoprecipitacion Western bajo
condiciones reductoras utilizando un anticuerpo policlonal anti-MBL (dominio CRD) de conejo (obsequio del Dr. Otani
en la Asahikawa Medical University), y las proteinas purificadas y el minicolageno soluble en agua fueron
identificados por deteccién por quimioluminiscencia.

Mas especificamente, 10 pL del regulador de muestras Laemmli (BIO-RAD) que contenia 5% de 2-mercaptoetanol
(Wako) fue mezclado en 10 pL de cada una de proteinas purificadas y minicolageno soluble en agua (diluido cada
uno 500 veces con TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia cloruro de calcio 20 mM (Wako)) para reduccién por
calentamiento a 98°C durante cinco minutos (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL, TaKaRa BIOMEDICALS).
Se colocaron un regulador de electroforesis (tris/glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ de 5% a 20% 17 pozos
(Wako) en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), y se aplicaron 10 pL
de las soluciones de muestras tratadas con calor a Super Sep™ de 5% a 20% 17 pozos (Wako), y se llevé a cabo la
electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 50 minutos. Luego, el gel fue retirado de las placas
de vidrio y sumergido durante cinco minutos con agitacion (ROTOSHAKE GENIE, Scientific Industries) en un
regulador de transferencia (tris/glicina/SDS, BIO-RAD) que contenia metanol al 30% (Wako)). Se sumergid la
membrana Immobilon-P Transfer (MILLIPORE) con agitacion (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries) en 8 mL
de metanol (Wako) durante 15 segundos, 8 mL de agua MilliQ (MILLIPORE) durante dos minutos, y 8 mL del
regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia metanol al 30% (Wako)) durante cinco
minutos. En un aparato de transferencia (TRANS-BLO, SD SEMIDRY TRANSFER CELL, BIO-RAD), se colocaron
papeles de filtro sumergidos en regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia metanol
al 30% (Wako)) (Extra Thick Blot Paper Criterion™ Size, BIO-RAD), la membrana de transferencia Immobilon-P
(MILLIPORE), el gel y los papeles de filtro (Extra Thick Blot Paper Criterion™ Size, BIO-RAD) en orden desde el lado
menos, se coloco una placa de recubrimiento, y se llevé a cabo la electroforesis a 80 mA (PowerPac HC™, BIO-
RAD) durante dos horas para transferir las proteinas separadas a la membrana de transferencia Immobilon-P
(MILLIPORE). Después de la transferencia, la membrana de transferencia Immobilon-P (MILLIPORE) fue sumergida
en 8 mL de ImmunoBlock (marca comercial registrada, divisién de productos de Laboratorio de Dainippon Sumitomo
Pharma Co., Ltd.) y se bloqueo a 4°C durante 18 horas, luego se lavo tres veces por agitacion durante cinco minutos
en 8 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia Tween 20 al 0.05% (Polioxietileno (20) Sorbitano
Monolaurato, Wako). Se hicieron reaccionar 8 mL de anticuerpo policlonal anti-MBL (dominio CRD) de conejo
(obsequio del Dr. Otani en la Asahikawa Medical University) diluido 2,000 veces con TBS (TBS en polvo, Takara)
gue contenia Tween 20 al 0.05% (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako) y las proteinas sobre la
membrana se hicieron reaccionar durante una hora a temperatura ambiente con agitacion (ROTOSHAKE GENIE,
Scientific Industries). Después de que se removieron los anticuerpos no enlazados, la membrana fue lavada tres
veces agitando durante cinco minutos en 8 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia Tween 20 al 0.05%
(Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). Se agregaron 8 mL de IgG (H+L) fragmento F(ab’), anticonejo de
asno AffiniPure conjugado con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch) diluido 20,000 veces en TBS (TBS en polvo,
Takara) que contenia Tween 20 al 0.05% (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako), y la reaccion se dejé
proceder a temperatura ambiente durante una hora con agitacion (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries).
Después de que los anticuerpos no enlazados fueron removidos, la membrana fue lavada tres veces por agitacion
durante tres minutos en 24 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia Tween 20 al 0.05% (Polioxietileno (20)
Sorbitano Monolaurato, Wako). Se agregé 1 mL de sustrato HRP Immobilon™ Western Chemiluminescent
(MILLIPORE) para quimioluminiscencia, y se tomo una fotografia de un minuto utilizando un sistema de camara
CCD enfriada Light-Capture ATTO (ATTO) en sus condiciones normales (véase figura 7).
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[Ejemplo 12] Inmunoprecipitacion Western bajo condiciones no reductoras

Puesto que el minicolageno codifica el dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) de MBL, el dominio CRD
esta incluido en el minicolageno expresado. Por lo tanto, los anticuerpo anti-MBL (reconocimiento de dominio CRD)
pueden enlazarse al mismo. Esto fue utilizado para llevar a cabo inmunoprecipitacion Western bajo condiciones no
reductoras utilizando un anticuerpo policlonal anti-MBL (dominio CRD) de conejo (obsequio del Dr. Otani en la
Asahikawa Medical University), y las proteinas purificadas y el minicolageno soluble en agua fueron identificados por
deteccion con quimioluminiscencia.

Mas especificamente, 10 mL de regulador de muestras Laemmli (BIO-RAD) que no contenia 5% of 2-
mercaptoetanol fue mezclado en 1pL cada una de las proteinas purificadas y minicolageno soluble en agua (cada
uno diluido 500 veces con TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia cloruro de calcio 20 mM (Wako)) y tratado por
calentamiento a 98°C durante cinco minutos (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL, TaKaRa BIOMEDICALS).
Un regulador de electroforesis (Tris/Glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ 3% a 10% 17 pozos (Wako) fueron
colocados en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), y se aplicaron 10
pL de soluciones de muestra tratadas con aclor a Super Sep™ 3% a 10% 17 pozos (Wako), y se llevé a cabo la
electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 50 minutos. Después de esto, el gel fue retirado de
las placas de vidrio, y sumergido durante cinco minutos con agitacion (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries)
en un regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)).
Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE) fue sumergido con agitacion (ROTO-SHAKE GENIE,
Scientific Industries) en 8 mL de metanol (Wako) durante 15 segundos, 8 mL de agua MilliQ (MILLIPORE) durante
dos minutos, y 8 mL de regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol
(Wako)) durante cinco minutos. En un aparato de transferencia (TRANS-BLO SD SEMIDRY TRANSFER CELL, BIO-
RAD), regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia papeles de filtro sumergidos en
30% de metanol (Wako)) (Extra Thick Blot Paper Criterion™ Size, BIO-RAD), Membrana de Transferencia
Immobilon-P (MILLIPORE), gel, y papeles de filtro (Extra Thick Blot Paper Criterion™ Size, BIO-RAD) fueron
dispuestos en orden desde el lado menos, se colocd una cubierta, y se llevd a cabo la electroforesis a 80 mA
(PowerPac HC™, BIO-RAD) durante dos horas para transferir las proteinas separadas sobre la Membrana de
Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE). Después de la transferencia, la Membrana de Transferencia Immobilon-P
(MILLIPORE) fue sumergida en 8 mL de ImmunoBlock (marca registrada, division de Productos de Laboratorio de
Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) y bloqueada a 4°C durante 18 horas, luego se lavo tres veces por agitacion
durante cinco minutos en 8 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20)
Sorbitano Monolaurato, Wako). 8 mL de un anticuerpo policlonal anti-MBL (dominio CDR) de conejo (obsequio del
Dr. Otani at Asahikawa Medical University) diluido 2,000 veces con TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia 0.05%
Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako) y las proteinas sobre la membrana se hicieron
reaccionar durante una hora a temperatura ambiente con agitacion (ROTOSHAKE GENIE, Scientific Industries).
Después de que los anticuerpos no enlazados, la membrana fue lavada tres veces por agitacion durante cinco
minutos en 8 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano
Monolaurato, Wako). Se agregaron 8 mL de un fragmento F(ab’)2 anticonejo de asno IgG(H+L) AffiniPure
conjugado con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch) diluido 20,000 veces en TBS (TBS en polvo, Takara) que
contenia 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako), y se dejo transcurrir la reaccién
durante una hora a temperatura ambiente con agitacion (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries). Después de
que los anticuerpos no enlazados fueron removidos, la membrana fue lavada tres veces por agitacién durante diez
minutos en 24 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano
Monolaurato, Wako). 1 mL de Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP Substrate (MILLIPORE) fue agregado
para quimioluminiscencia, y se tom6 una fotografia de un minuto usando el Light-Capture ATTO Cooled CCD
Camera System (ATTO) en sus parametros normales (véase la Fig. 8).

[Ejemplo 13] Digestién de pepsina de las proteinas purificadas a partir del sobrenadante del cultivo y atelocolageno
tipo I humano de origen natural

Las proteinas purificadas y el atelocolageno tipo | humano de origen natural (colageno, tipo I, soluble en &cido, de
piel humana, SIGMA-ALDRICH) fueron digeridas con pepsina bajo condiciones de acidez, y se verifico la resistencia
contra la escision con pepsina a partir de imagenes de electroforesis en poliacrilamida SDS.

Mas especificamente, 3 pL de solucion de acido clorhidrico 0.3 M fueron agregados a 10 pL de cada uno de las
proteinas purificadas (0.5 mg/mL) o del atelocolageno tipo | humano de origen natural (colageno, tipo I, soluble en
acido, de piel humana, SIGMA-ALDRICH) (1 mg/mL) para ajustar el pH a 2, se agregaron respectivamente 5 pL de
pepsina 2 mg/mL (pepsina, de mucosa estomacal de porcino, 3370 unidades/mg de proteina; SIGMA-ALDRICH), y
se llevd a cabo la digestion con pepsina a 20°C (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL; TaKaRa
BIOMEDICALS) durante dos horas. Aqui, las muestras que no tienen pepsina agregada a las proteinas purificadas y
similares, y las muestras que tienen solo pepsina (pepsina, de mucosa estomacal porcina, 3370 unidades/mg de
proteina; SIGMA-ALDRICH) pero sin adicion de las proteinas purificadas y similares fueron preparadas como
controles, se agregaron 5 pL de una solucién de acido acético 10 mM en lugar de la solucion de pepsina y 10 pL de
una solucién de acido acético 10 mM y fueron agregados en vez de las proteinas purificadas y similares, y la
incubacién se llevo a cabo a 20°C durante dos horas. Se agregé 1 pL de solucion de tris (2-Amino-2-hidroximetil-1,3-
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propanodiol (tris aminometano) 1 M; Wako) a las muestras de proteinas purificadas y las muestras de pepsina solas
(pepsina, de mucosa estomacal porcina, 3370 unidades/mg de proteina; SIGMA-ALDRICH), y 5 pL de esta solucion
fueron agregados a atelocolageno humano de origen natural (colageno, tipo I, soluble en &cido, de piel humana,
SIGMA-ALDRICH) para detener la reaccion, y luego el colageno fue refibrilizado irreversiblemente por incubacion a
4°C durante 18 horas. Se agrego6 regulador de muestra Laemmli (BIO-RAD) que contenia 5% de 2-mercaptoetanol
(Wako) en una cantidad de 19 pL a las muestras de proteina purificada y a las muestras de pepsina sola, y 23 pyL a
atelocolageno tipo | humano de origen natural (colageno, tipo I, soluble en &cido, de piel humana, SIGMA-ALDRICH)
para reduccion por calentamiento (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL; TaKaRa BIOMEDICALS) a 98°C
durante cinco minutos. Se coloc6 un regulador de electroforesis (tris/glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ de 5% a
20% 17 pozos (Wako) en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), se
aplicaron 10 pL de las soluciones de muestra tratadas con calor a Super Sep™ de 5% a 20% 17 pozos (Wako), y se
llevé a cabo la electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 50 minutos. Luego, el gel fue lavado
en 25 mL de DW (MILLIPORE) con agitacion durante cinco minutos (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries), y
esto fue repetido tres veces. El gel fue sometido a tinciéon durante una hora en 25 mL de Quick-CBB PLUS (Wako), y
luego se destifio en 25 mL de DW (MILLIPORE) durante una hora (véase figura 9). Como resultado, el atelocolageno
tipo | humano de origen natural (colageno, tipo |, soluble en acido, de piel humana, SIGMA-ALDRICH) no fue
escindido por la digestién con pepsina. Se observo una banda a 50 kDa para el minicolageno, y puesto que los
dominios diferentes a colageno fueron escindidos y eliminados por la digestién con pepsina, se observé una banda a
30 kDa para el dominio del colageno solo. Esto mostré que de manera similar al atelocolageno tipo | humano de
origen natural (colageno, tipo |, soluble en acido, de piel humana SIGMA-ALDRICH), el minicolageno es resistente a
la escisién por pepsina (pepsina, de mucosa estomacal porcina, 3370 unidades/mg de proteina; SIGMA-ALDRICH) y
es plegado correctamente en una estructura de hélice triple.

[Ejemplo 14] Ensayo de estabilidad térmica de las proteinas purificadas a partir del sobrenadante del cultivo

El colageno estable correctamente plegado en una estructura de hélice triple es resistente contra la escisién por
proteasas tales como tripsina y quimotripsina. En este ejemplo, la estabilidad térmica de las proteinas purificadas fue
probada utilizando tratamiento enzimatico con concentraciones altas de tripsina (tripsina, tipo IX-S, de pancreas
porcino, 13100 unidades/mg de proteina solida; SIGMA-ALDRICH) y quimotripsina (a-quimotripsina, tipo I-S: de
pancreas bovino, 58 unidades/mg de proteina; SIGMA) bajo condiciones en las cuales solamente el colageno es
resistente a la escision.

Mas especificamente, se agreg6 1 pL de tris (2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol (tris aminometano); Wako) 1 M
a 10 pL de las proteinas purificadas (0.5 mg/mL) para ajustar el pH a 7. Las muestras fueron tratadas entonces
(TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL; TaKaRa BIOMEDICALS) durante diez minutos a cada una de las
temperaturas de 30°C, 35°C, 36°C, 37°C, 38°C, 39°C, 40°C, 41°C, 42°C, 43°C, 44°C, 45°C, y 50°C, luego enfriadas
inmediatamente a 20°C (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL; TaKaRa BIOMEDICALS), se agregaron 1 uL de
cada uno de 1 mg/mL de tripsina (tripsina, tipo I1X-S, de pancreas porcino, 13100 unidades/mg de proteina sélida;
SIGMA-ALDRICH) y quimotripsina (a-quimotripsina, tipo I-S: de pancreas bovino, 58 unidades/mg de proteina;
SIGMA) y el tratamiento enzimatico fue llevado a cabo a 20°C (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL; TaKaRa
BIOMEDICALS) durante dos minutos. Aqui, se prepararon solo las muestras que no tienen adiciéon de enzima y
muestras que tienen ftripsina (tripsina, tipo 1X-S, de pancreas porcino, 13100 unidades/mg de proteina soélida;
SIGMA-ALDRICH) o quimotripsina (a-quimotripsina, tipo I-S: de pancreas bovino, 58 unidades/mg de proteina;
SIGMA), se agregaron 2 UL de cloruro de sodio 0.4 M — regulador de tris clorhidrato 0.1 M (pH 7.4 a 4°C) en vez de
la enzima y se agregaron 12 uL de cloruro de sodio 0.4 M — regulador tris clorhidrato 0.1 M (pH 7.4 a 4°C) en vez de
las proteinas purificadas y similares, y la incubacién se llevd a cabo a 20°C (TaKaRa PCR Thermal Cycler
PERSONAL; TaKkaRa BIOMEDICALS) durante dos minutos. A cada solucion de muestra, se agregaron 13 pL de
regulador de muestra Laemmli (BIO-RAD) que contiene 5% de 2-mercaptoetanol (Wako) para reduccién por
calentamiento (TaKaRa PCR Thermal Cycler PERSONAL; TaKaRa BIOMEDICALS) a 98°C durante cinco minutos.
Se coloco un regulador de electroforesis (tris/glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ al 10% a 20% 17 pozos (Wako)
en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), y se aplicaron 6.5 pL de las
soluciones de muestras tratadas con calor a Super Sep™ de 10% a 20% 17 pozos (Wako), y se llevo a cabo la
electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 60 minutos. Luego, el gel fue lavado en 25 mL de
DW (MILLIPORE) con agitacién (ROTO-SHAKE GENIE, Scientific Industries) durante cinco minutos, y esto fue
repetido tres veces. El gel fue sometido a tincion durante una hora a 25 mL de Quick-CBB PLUS (Wako), y luego se
destifié en 25 mL de DW (MILLIPORE) durante una hora (véase figura 10).

La figura 11 muestra el resultado de representar graficamente una curva de fusién de la cuantificacion de las bandas
de dominio de colageno en las temperaturas de calentamiento respectivas, con base en los resultados del ensayo de
estabilidad térmica llevado a cabo en este ejemplo para las proteinas purificadas a partir del sobrenadante del cultivo
utilizando tripsina y quimotripsina, y definiendo el valor obtenido en la cuantificacion de la banda del dominio del
colageno a la temperatura de tratamiento con calor de 30°C como 100%. Como resultado, la temperatura de
desnaturalizacién por calor (temperatura de tratamiento con calor a la cual el 50% es digerido por la enzima) del
dominio de colageno de la proteina purificada fue de 42.9°C (figura 11). Puesto que la temperatura de
desnaturalizacion por calor del atelocolageno tipo | humano de origen natural es 41.9°C (J. Biochem, 115, 853-857
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(1994)), la proteina purificada tiene una termotolerancia que es equivalente o superior a la del atelocolageno tipo |
humano de origen natural, y se considera como que forma una estructura de hélice triple estable.

[Ejemplo 15] Purificacién de minicolageno utilizando precipitacion

Se ajustaron células CHO que expresan minicolageno (pNC7/MC-21) a 2.0 x 10° células/mL con medio IS CHO-
CDw/ con hidrolizado (IS JAPON) suplementado para tener concentraciones finales de Gluta MAX™-1 4 mM
(GIBCO), cultivo de células probado de sulfato G418 0.4 mg/mL (CALBIOCHEM), y solucion de suplemento 1 x HT
(GIBCO), y cultivados por cultivo estacionario en un matraz T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de diéxido de
carbono al 5% durante 14 dias (celda 150 HERA, Heraeus). Se llevaron a cabo las siguientes etapas a 4°C a menos
gue se especifique otra cosa. La solucion del cultivo fue recolectada y centrifugada a 1,750 x g durante diez minutos
(EX-126, TOMY) para separar las células y el sobrenadante. A este sobrenadante (1.35 L), se agreg6 cloruro de
sodio (Wako) para obtener 0.4 M y el pH fue ajustado (F-51, HORIBA) a 7.4 a 4°C utilizando hidroxido de sodio
(Wako), y fue almacenada a 4°C. Este sobrenadante fue centrifugado a 10,000 x g durante 30 minutos (EX-126,
TOMY) para remover los precipitados, y se recolecto el sobrenadante (1.35 L). Adicionalmente, se ajustaron células
CHO que expresan minicolageno (pNC7/MC-21) a 2.0 x 10° células/mL con medio IS CHO-CD con hidrolizado (Is
JAPON) suplementado para tener concentraciones finales de 4 mM Gluta MAX™-| (GIBCO), 0.4 mg/mL Cultivo
Celular de Sulfato G418 Probado (CALBIOCHEM), y 1 x Solucién de Suplemento HT (GIBCO), y cultivadas por
cultivo estacionario en un matraz T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de di6éxido de carbono al 5% durante 14
dias (Celda 150 HERA, Heraeus). La solucion de cultivo fue recolectada y centrifugada a 1,750 x g durante diez
minutos (EX-126, TOMY) para separar las células y el sobrenadante (1.87 L). Este sobrenadante (1.87 L) y el
sobrenadante antes mencionado (1.35 L) fueron combinados (3.22 L) y concentrados hasta un volumen de 320 mL
usando filtracion en flujo cruzado (VIVAFLOW200; 30,000 MWCO PES; VIVASIENCE), y se agrego cloruro de sodio
(Wako) para obtener una concentracién final de 4 M. El pH fue ajustado (F-51, HORIBA a 7.4 a 4°C usando
hidréxido de sodio (Wako), y se incub6 a 25°C durante cuatro dias. Los precipitados formados en este proceso
fueron recolectados por centrifugacion a 9,400 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY). A los precipitados, se
agregaron 1.5 mL de solucién de acido acético 50 mM (Wakoy la cantidad total fue dializada (Spectra/Pro™ Biotech
, Membranas de Ester de Celulosa (CE); 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra solucion de acido
acético 50 mM (Wako) durante cinco dias. Luego, la muestra dializada fue recolectada y sometida a centrifugacion a
9,400 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY) para recolectar los precipitados. A los precipitados, se agregaron 7.4
mL de solucién de acido acético 50 mM, y la cantidad total fue dializada (Spectra/Pro™ Biotech , Membranas de
Ester de Celulosa (CE); 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra solucién de &cido acético 50 mM
durante cinco dias para recolectar 3.3 mg del minicolageno (de aqui en adelante, MC-sal) (véase Fig. 12).

[Ejemplo 16] Purificacién de minicolageno utilizando el enlazamiento con manano

Células CHO que expresan minicolageno (pNC7/MC-21) fueron ajustadas a 2.0 x 10° células/mL con medio IS CHO-
CD con hidrolizado (IS Japon) suplementado para tener concentraciones finales de Gluta MAX™-| 4 nM (GIBCO),
0.4 mg/mL Cultivo Celular de Sulfato G418 Probado (CALBIOCHEM), y 1 x Solucién de Suplemento HT (GIBCO), y
cultivadas por cultivo estacionario en matraces T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de diéxido de carbono al 5%
durante 14 dias (Celda 150 HERA, Heraeus). Las siguientes etapas fueron llevadas a cabo a 4°C a menos que se
especifique otra cosa. La solucién de cultivo fue recolectada y centrifugada a 1,750 x g durante diez minutos (EX-
126, TOMY) para separar las células y el sobrenadante. A este sobrenadante (1.35 L), se agregé cloruro de sodio
para obtener 0.4 M y el pH fue ajustado (F-51, HORIBAa 7.4 a 4°C usando hidréxido de sodio (Wako), y fue
almacenado a 4°C. Este sobrenadante fue centrifugado a 10,000 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY) para
remover los precipitados, y el sobrenadante (1.35 L) fue recolectado. Posteriormente, células CHO que expresan
minicolageno (pNC7/MC-21) fueron ajustadas a 2.0 x 10° células/mL con medio IS CHO-CD con hidrolizado (Is
Japén) suplementado para tener concentraciones finales de 4 mM Gluta MAX™-| (GIBCO), 0.4 mg/mL Cultivo
Celular de Sulfato G418 Probado (CALBIOCHEM), y 1 x Solucién de Suplemento HT (GIBCO), y cultivadas por
cultivo estacionario en un matraz T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de diéxido de carbono al 5% durante 14
dias (Celda 150 HERA, Heraeus). La solucion de cultivo fue recolectada y centrifugada a 1,750 x g durante diez
minutos (EX-126, TOMY) para separar las células y el sobrenadante (1.87 L). Este sobrenadante (1.87 L) y el
sobrenadante antes mencionado (1.35 L) fueron combinados (3.22 L) y concentrados hasta un volumen de 320 mL
usando filtracién en flujo cruzado (VIVAFLOW200; 30,000 MWCO PES; VIVASIENCE), y se agreg6 cloruro de sodio
(Wako) para obtener una concentracién final de 4 M. El pH fue ajustado (F-51, HORIBAa 7.4 a 4°C usando hidroxido
de sodio (Wako), y se incubd a 25°C durante cuatro dias. Los precipitados formados en este proceso fueron
removidos por centrifugacion a 9,400 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY). A este sobrenadante (320 mL), se
agrego solucion de cloruro de calcio 1M para obtener 20 mM, y se incubé a 4°C durante 18 horas y se centrifugé a
9,400 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY) para separar los precipitados y el sobrenadante. Este sobrenadante
(320 mL) fue concentrado hasta un volumen de 56 mL usando filtracion en flujo cruzado (VIVAFLOW?200; 30,000
MWCO PES; VIVASIENCE), y luego dializado (Spectra/Pro™ Biotech, Membranas de Dialisis; 10,000 MWCO;
Spectrum Laboratories, Inc.) contra TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia 5 mM EDTA (Dojindo) durante siete
dias. A la solucion de muestra dializada, se agreg6 solucion de cloruro de calcio 1M para obtener 20 mM, y se
incub6 a 4°C durante 18 horas y luego se centrifugé a 9,400 x g durante 30 minutos (EX-126, TOMY) para separar
los precipitados y el sobrenadante. El minicolageno remanente en este sobrenadante (86 mL) fue purificado usando
una columna de manano agarosa usando el enlazamiento con manano. Una Econo-Column (Bio-RAD) fue llenada
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con 5 mL de gel de manano agarosa (SIGMA), y el gel fue lavado y equilibrado con 15 mL de TBS (TBS en polvo,
Takara) que contenia 5 mM EDTA (Dojindo) y 45 mL de TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia cloruro de calcio
5 mM (Wako). El sobrenadante fue cargado a una rata de flujo de 1.0 mL/min, y luego lavado con 40 mL de TBS
(TBS en polvo, Takara) que contenia cloruro de calcio 5 mM (Wako). El minicolageno fue eluido usando 15 mL de
TBS (TBS en polvo, Takara) que contenia 5 mM EDTA (Dojindo), y el primer pico (9 mL) fue recolectado. El eluido
fue dializado (Spectra/Pro™ Biotech , Membranas de Dialisis; 10,000 MWCO; Spectrum Laboratories, Inc.) contra
cloruro de sodio 0.4 M, regulador 0.1 M Tris-clorhidrato (pH7.4 at 4°C) durante cinco dias, y se recolectaron 3.9 mg
de minicolageno soluble en agua que tenia actividad de enlazamiento a manano (de aqui en adelante, MC-Man)
(véase Fig. 13).

[Ejemplo 17] Ensayo sobre la adhesion celular a placas recubiertas con colageno

Las propiedades de adhesion de las células fueron examinadas haciendo que osteoblastos humanos (células MG-
63, ATCC), los cuales son células adherentes, se adhirieran a microplacas de 96 pozos recubiertas con
atelocolageno tipo | de origen natural, atelocolageno tipo | bovino de origen natural, o minicolagenos purificados
(MC-sal, MC-Man).

Especificamente, atelocolageno tipo | humano de origen natural (colageno, tipo |, soluble en &cido, de piel humana;
SIGMA-ALDRICH), atelocolageno tipo | bovino de origen natural (de piel de ternera, cultivo celular probado; SIGMA),
MC-sal, y MC-Man fueron preparados por diluciéon a 0.1 mg/mL en acido acético 0.1 M (Wako). Estas soluciones de
colageno, solucion de BSA desnaturalizada por calor al 3% (p/v) (Invitrogen), y PBS (Wako) fueron agregadas a
placas de 96 pozos (placa F96 MAXISORP Nunclmmuno, Nunc) a 100 uL/pozo y los pozos fueron recubiertos a
temperatura ambiente durante 13 horas (n = 3). Los pozos recubiertos fueron lavados tres veces con PBS (Wako), y
solucién de BSA desnaturalizado por calor al 1% (p/v) (Invitrogen) fue agregada a 300 mL/pozo para bloquear a
37°C durante una hora. Después del bloqueo, los pozos fueron lavados una vez con PBS (Wako), y se sembr6 una
solucién de osteoblastos humanos (células MG-63, ATCC) ajustada a 2.5 x 10° células/mL en un medio RPMI-1640
(Invitrogen) a 100 plL/pozo para hacer que los osteoblastos humanos (células MG-63, ATCC) se adhirieran a 37°C
durante una hora. Después de remover los osteoblastos humanos no adheridos (linea celular MG-63, ATCC)
mediante un lavado sencillo utilizando una solucién de BSA desnaturalizada por calor al 1% (p/v) (Invitrogen), se
agreg6 medio RPMI-1640 (Invitrogen) a 100 uL/pozo y 20 pL de CellTiter 96™. Se agregd Aqueous One Solution
Reagent (MTS, Promega). Después de la incubacién a 37°C durante tres horas, se midio la absorbancia a la longitud
de onda de 490 nm con la longitud de onda de 655 nm como control utilizando un lector de microplacas (Modelo
680, manufacturado por BioRad) (véase figura 14). Adicionalmente, se hizo que osteoblastos humanos (células MG-
63, ATCC) se adhirieran durante una hora a 37°C, y las células que permanecieron después de la remocion de las
células no adheridas por lavado (véase figura 15) asi como las células que fueron incubadas subsecuentemente a
37°C durante tres horas (figura 16) fueron observadas bajo un microscopio con contraste de fases. La imagen fue
observada utilizando un microscopio invertido (Nikon ECLIPSE TE2000-S, manufacturado por Nikon) equipado con
una cabeza de camara a color de alta definicion (DS-Fil, manufacturado por Nikon) y una unidad de control (DS-L2,
manufacturado por Nikon).

Como resultado, las absorbancias en los pozos recubiertos con atelocolageno tipo | humano de origen natural,
atelocolageno tipo | bovino de origen natural, MC-sal, y MC-Man fueron dos veces o0 mas que la de los pozos (PBS)
no recubiertos con colageno, y se observd un alto nivel de adhesion de osteoblastos humanos debido al
recubrimiento con colageno. Adicionalmente, se hizo que los osteoblastos humanos se adhirieran durante una hora,
y las células que permanecieron después de la remocion de las células no adheridas por lavado (véase figura 15)
asi como las células que fueron incubadas subsecuentemente a 37°C durante tres horas (véase figura 16) fueron
observados en un microscopio con contraste de fases. Los osteoblastos humanos mostraron adhesion y elongacién
en los pozos recubiertos con atelocolageno tipo | humano de origen natural, MC-sal, y MC-Man. Sin embargo,
mientras que la adhesion de los osteoblastos humanos fue observada con atelocolageno tipo | bovino de origen
natural, la elongacion fue dificiimente vista. A partir de lo anterior, se encontr6 que MC-sal y MC-Man tienen
propiedades comparables a las del atelocolageno humano de origen natural con respecto a la adhesion y elongacion
de osteoblastos humanos.

[Ejemplo 18] Construccion de minicolageno en el cual la regién terminal C a la region GPP es eliminada

Para especificar la regidon necesaria para la estructura de hélice triple del minicolageno los presente inventores
construyeron una proteina en la cual la porcién de la regién terminal C a la regién GPP del minicolageno es
eliminada (de aqui en adelante, abreviada como MC-GPP). La figura 17 muestra cada una de las regiones del
minicolageno (minicolageno tipo 1) y MC-GPP. Utilizando métodos bien conocidos por los experimentados en la
técnica, se construyé pDC6/MC-GPP (figura 18) sustituyendo la secuencia de nucleétidos Nos. 1267-1275 del vector
pDC6 como se describe en SEQ ID NO: 14 con el ADNc que codifica MC-GPP tal como se describe en SEQ ID NO:
15.

[Ejemplo 19] Introduccién de pDC6/MC-GPP en células CHO, y seleccién en un medio libre de HT utilizando un
medio CD o un medio producido por la adicion de un aditivo sin base animal a un medio CD
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Se transfectaron 2.5 ug de pDC6/MC-GPP en 4,000,000 de células CHO (células CHO DG44) en matraces de
cultivo de 25 cm? utilizando el método de la Lipofectina (se utilizé Lipofectamina™ LTX, Invitrogen). El método de
transfeccion siguié a las instrucciones del fabricante. Transcurridas 48 horas después de la transfeccion, se
determino el nimero de células, y luego las células fueron diluidas en medio IS CHO-CD con H (IS Japén) que
contenia Gluta Max™-1 4 mM (Invitrogen). Las células fueron sembradas en cinco placas de microtitulacion de 96
pozos a concentraciones de 4000 células/pozo (480 pozos), y cuando fueron cultivadas en la presencia de gas de
diéxido de carbono al 5% a 37°C durante aproximadamente tres semanas, se observaron células supervivientes
(lineas celulares que crecen en medio libres de HT). Se llevé a cabo la inmunoprecipitacion Western bajo
condiciones reductoras para verificar la expresion de la proteina de interés en las lineas celulares supervivientes.
Especificamente, 10 puL de regulador de muestras Laemmli (BIO-RAD) que contenia 5% 2-mercaptoetanol (Wako)
fueron mezclados con 10 pL de cada uno de los sobrenadantes de los cultivos de las lineas celulares que se
encontraron como proliferantes, para reduccién por calentamiento a 98°C durante cinco minutos (DTU-18, TAITEC).
Un regulador de electroforesis (Tris/Glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ Ace 10% a 20% 17 pozos (Wako) fueron
colocados en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), 20uL de las
soluciones tratadas con calor fueron aplicados a Super Sep™ Ace 10% a 20% 17 pozos (Wako), y se llevé a cabo la
electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 55 minutos. Después de esto, el gel fue retirado de
las placas de vidrio, y sumergido durante cinco minutos con agitacion (Wave-S1, TAITEC) en 10 mL de regulador de
transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia metanol (Wako) a 30%). La Membrana de
Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE) fue sumergido con agitacion (Wave-S 1, TAITEC) en 10 mL de metanol
(Wako) durante 15 segundos, 10 mL de agua ultrapura (ELGA) durante dos minutos, y 10 mL de regulador de
transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) durante cinco minutos. En
un aparato de transferencia (TRANS-BLO, SD SEMI-DRY TRANSFER CELL, BIO-RAD), regulador de transferencia
(Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia papeles de filtro sumergidos en 30% de metanol (Wako)) (Extra
Thick Blot Paper Protean™ XL Size, BIO-RAD), Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE), gel, y
papeles de filtro (Extra Thick Blot Paper Protean™ XL Size, BIO-RAD) fueron dispuestos en orden desde el lado
menos, se colocd una cubierta, y se llevo a cabo la electroforesis a 80 mA (PowerPac HC™, BIO-RAD) durante 90
minutos para transferir las proteinas separadas sobre la ImmobilonP Transfer Membrane (MILLIPORE). Después de
la transferencia, la Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE) fue sumergida en 10 mL de
ImmunoBlock (Divisién de Productos de Laboratorio de Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) y bloqueada a 4°C
durante 18 horas, luego se lavé tres veces por agitacion (Wave-S1, TAITEC) durante cinco minutos en 10 mL de
PBS (Wako) que contenia 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). 10 mL de una
anticuerpo 6-His monoclonal (COVANCE) diluido 1,000 veces con PBS (Wako) que contenia 0.05% Tween 20
(Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako) y las proteinas sobre la membrana se hicieron reaccionar durante
una hora a temperatura ambiente con agitacién (Wave-S1, TAITEC). Después de que los anticuerpos no enlazados
fueron removidos, la membrana fue lavada tres veces por agitacion durante cinco minutos (WaveS1, TAITEC) en 10
mL de PBS (Wako) que contenia 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). Se agregaron
10 mL de una IgG(H+L)HRP antirratén de cabra (Jackson ImmunoResearch) diluido 5,000 veces en PBS (Wako)
gue contenia 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako), y se dejo transcurrir la reaccién
durante una hora a temperatura ambiente con agitacion (Wave-S1, TAITEC). Después de que los anticuerpos no
enlazados fueron removidos, la membrana fue lavada tres veces por agitacion (Wave-S1, TAITEC) durante diez
minutos en 24 mL de PBS (Wako) que contenia 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako).
2 mL de Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (MILLIPORE) fue agregado para
quimioluminiscencia, y se tomé una fotografia de 10 segundos a un minuto usando Light-Capture ATTO Cooled CCD
Camera System (ATTO) en sus parametros normales. Las células para las cuales se detect6 la expresion de MC-
GPP fueron transferidas a placas de 24 pozos junto con Medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS Japén) que contenia
4 mM Gluta MAX™-| (Invitrogen), y las células fueron cultivadas hasta que ocuparon 1/3 o mas de cada pozo. Se
llevé a cabo inmunoprecipitacion Western bajo condiciones reductoras como se describié mas arriba, y las células
en las cuales se detect6 la expresion de MC-GPP fueron transferidas a placas de 6 pozos junto con Medio IS CHO-
CD con hidrolizado (IS Japén) que contenia 4 mM Gluta MAX™-] (Invitrogen), y las células fueron cultivadas hasta
que ocuparon 1/3 o mas de cada pozo. Las lineas celulares para las cuales se observo proliferacion y se detecté
expresion de MC-GPP por inmunoprecipitacion Western bajo condiciones reductoras fueron transferidas a matraces
T-75 (BD) junto con Medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS Japén) que contenia 4 mM Gluta MAX™-| (Invitrogen), y
las células fueron cultivadas hasta que alcanzaron 1.0 x 10° células/mL en cada pozo.

[Ejemplo 20] Purificaciéon de MC-GPP

Se cultivaron células CHO que expresan MC-GPP (pDC6/MC-GPP-3) con medio IS CHO-CD con hidrolizado (IS
JAPON) por cultivo estacionario en matraces T-75 (FALCON) a 37°C en la presencia de diéxido de carbono al 5%
(celda HERA 150, Heraeus). La soluciones de cultivo fueron recolectadas y centrifugadas a 1,750 x g durante diez
minutos (EX-126, TOMY) para separar las células y el sobrenadante, y este sobrenadante fue cargado en una
columna de Ni para purificar el MC-GPP. Especificamente, se lleno una columna vacia Poly (BIO-RAD) con 1 mL de
gel de agarosa Ni-NTA (Invitrogen) y el gel fue lavado con 6 mL de agua ultrapura (BMS). Subsecuentemente, el gel
fue lavado tres veces con 6 mL de regulador de enlazamiento nativo (dihidrégeno fosfato de sodio 0.25 M (Wako),
cloruro de sodio 2.5 M (Wako), imidazol 0.01 M (Wako), pH 8.0), y 8 mL del sobrenadante de cultivo fueron cargados
sobre la columna. La columna fue tapada y tuvo lugar el enlazamiento con mezcla a 4°C durante 60 minutos (Aikuru,
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IWAKI). El gel fue lavado nueve veces con 6 mL del regulador de lavado nativo (dihidrégeno fosfato de sodio 0.25 M
(Wako), cloruro de sodio 2.5 M (Wako), imidazol 0.02 M (Wako), pH 8.0), y la elucién se llevo a cabo seis veces,
1 mL a la vez utilizando el regulador de elucién nativo (dihidrégeno fosfato de sodio 0.23 M (Wako), cloruro de sodio
2.3 M (Wako), imidazol 0.25 M (Wako), pH 8.0). Los 2 mL iniciales del eluido fueron dializados contra solucién de
acido acético 0.02 M a 4°C durante tres dias, y luego se recolecto la soluciéon de MC-GPP.

[Ejemplo 21] Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS de MC-GPP bajo condiciones reductoras

MC-GPP purificado fue analizado por electroforesis en gel de acrilamida SDS bajo condiciones reductoras.
Especificamente, 10 pL de regulador de muestras Laemmli (BIO-RAD) que contenia 5% of 2-mercaptoetanol (Wako)
fue agregado a 10 uL de MC-GPP purificado para reduccion por calentamiento a 98°C durante cinco minutos (DTU-
18, TAITEC). Un regulador de electroforesis (Tris/Glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ Ace 10% a 20% 17 pozos
(Wako) fueron colocados en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), y
15pL de las soluciones tratadas con calor fueron aplicados a Super Sep™ Ace 10% a 20% 17 pozos (Wako), y se
llevé a cabo la electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 55 minutos. Luego, se llevo a cabo
la tincion con plata usando 2D-Silver Stain Reagent Il (COSMO BIO CO., LTD). Primero, el gel fue fijado por
agitacion durante20 minutos en 40 mL de solucién de fijaciéon | (50% de metanol (Wako), acido acético al 10%
(Wako), y 40% agua (BMS)). A continuacion, el gel fue fijado por agitacion durante 30 minutos en 40 mL de solucion
de fijacion 1l (30% de metanol (Wako)-acido acético al 10% (Wako), 5% agente de fijacion (2D-Silver Stain Reagent
I, COSMO BIO CO., LTD.), y 55% de agua ultrapura (BMS)). Luego, se llevd a cabo el pretratamiento por agitacion
durante 20 minutos en 40 mL de solucién de pretratamiento (50% de metanol (Wako), 5% de agente de tratamiento
(2D-Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), y 45% de agua ultrapura (BMS)). El gel fue lavado durante
diez minutos con 40 mL de agua ultrapura (BMS), tefiido durante 30 minutos usando 40 mL de solucion de tincion de
plata (solucién de tincién al 5% A (2D-Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), solucién de tincién al 5% B
(2D-Silver Stain Reagent Il, COSMO BIO CO., LTD.), y 90% de agua ultrapura (BMS)), y luego se lavé durante cinco
minutos usando 40 mL de agua ultrapura (BMS). El lavado fue repetido tres veces. El gel fue desarrollado durante
minutos usando 40 mL de solucién de desarrollo (solucion madre de desarrollo al 5% (2D-Silver Stain Reagent II,
COSMO BIO CO., LTD.) y 95% de agua ultrapura (BMS)), y 2 mL de solucién de detencién (2D-Silver Stain Reagent
I, COSMO BIO CO., LTD.)) fueron agregados para detener el desarrollo. Finalmente, el gel fue lavado durante diez
minutos usando 40 mL de agua ultrapura (BMS), y se tom6 por barrido una imagen (véase Fig. 19) usando un
escaner (GT-X900, EPSON).

[Ejemplo 22] Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS de MC-GPP bajo condiciones no reductoras

El MC-GPP purificado fue analizado por electroforesis en gel de acrilamida SDS bajo condiciones no reductoras.
Especificamente, 10 pL de regulador de muestras Laemmli (BIO-RAD) fue agregado a 10 pL de MC-GPP purificado,
y se someti6 a tratamiento por calor a 98°C durante cinco minutos (DTU-18, TAITEC). Un regulador de electroforesis
(Tris/Glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ Ace 5% a 20% 17 pozos (Wako) fueron colocados en un recipiente de
electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), y 15 pL de las soluciones tratadas con calor
fueron aplicados a Super Sep™ Ace 5% a 20% 17 pozos (Wako), y se llevd a cabo la electroforesis a 40 mA (My
Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 55 minutos. Luego, se llevé a cabo la tincién con plata usando 2D-Silver Stain
Reagent Il (COSMO BIO CO., LTD). Primero, el gel fue fijado por agitacion durante20 minutos en 40 mL de solucion
de fijacion | (50% de metanol (Wako), acido acético al 10% (Wako), y 40% agua (BMS)). A continuacion, el gel fue
fijado por agitacién durante 30 minutos en 40 mL de solucidon de fijacion Il (30% de metanol (Wako), acido acético al
10% (Wako), 5% agente de fijacion (2D-Silver Stain Reagent 1l, COSMO BIO CO., LTD.), y 55% de agua ultrapura
(BMS)). Luego, se llevd a cabo el pretratamiento por agitacion durante 20 minutos en 40 mL de solucién de
pretratamiento (50% de metanol (Wako), 5% de agente de tratamiento (2D- Silver Stain Reagent I, COSMO BIO
CO., LTD.), y 45% de agua ultrapura (BMS)). El gel fue lavado durante diez minutos con 40 mL de agua ultrapura
(BMS), tefiido durante 30 minutos usando 40 mL de solucion de tincién de plata (solucién de tincién al 5% A (2D-
Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), solucion de tincién al 5% B (2D-Silver Stain Reagent 1l, COSMO
BIO CO., LTD.), y 90% de agua ultrapura (BMS)), y luego se lavé durante cinco minutos usando 40 mL de agua
ultrapura (BMS). El lavado fue repetido tres veces. El gel fue desarrollado durante minutos usando 40 mL de
solucién de desarrollo (solucién madre de desarrollo al 5% (2D-Silver Stain Reagent Il, COSMO BIO CO., LTD.) y
95% de agua ultrapura (BMS)), y 2 mL de soluciéon de detencién (2D-Silver Stain Reagent 1, COSMO BIO CO.,
LTD.)) fueron agregados para detener el desarrollo. Finalmente, el gel fue lavado durante diez minutos usando 40
mL de agua ultrapura (BMS), y se tomé por barrido una imagen (véase Fig. 20) usando un escaner (GT-X900,
EPSON).

[Ejemplo 23] Electroforesis en gel de poliacrilamida nativa de MC-GPP

El MC-GPP purificado fue analizado por electroforesis en gel de poliacrilamida nativa. Especificamente, se
agregaron 10 pL de regulador de muestra nativo (BIO-RAD) a 10 pL de MC-GPP purificado. Se colocaron un
regulador de electroforesis (tris/glicina/SDS, BIORAD) y Super Sep™ Ace de 5% a 20% 17 pozos (Wako) en un
recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), se aplicaron 15 uL de las
soluciones de muestra preparadas a Super Sep™ Ace de 5% a 20% 17 pozos (Wako), y la electroforesis fue llevada
a cabo a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 55 minutos. Luego, se llevé a cabo la tincién con plata
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utilizando 2D-Silver Stain Reagent Il (COSMO BIO CO., LTD). Primeramente, el gel fue fijado por agitacién durante
20 minutos en 40 mL de solucién-I de fijacion (50% de metanol (Wako), 10 % de acido acético (Wako), y 40% de
agua (BMS)). A continuacion, el gel fue fijado por agitacion durante 30 minutos en 40 mL de solucion-II de fijacién
(30% de metanol (Wako), 10% de acido acético (Wako), 5% de agente de fijacion (2D-Silver Stain Reagent II,
COSMO BIO CO., LTD.), y 55% de agua ultrapura (BMS)). Se llevd a cabo un pretratamiento agitando durante 20
minutos en 40 mL de solucion de pretratamiento (50% de metanol (Wako), 5% de agente de pretratamiento (2D-
Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), y 45% de agua ultrapura (BMS)). El gel fue lavado durante 10
minutos con 40 mL de agua ultrapura (BMS), tefiido durante 30 minutos utilizando 40 mL de solucion de tincion de
plata (solucién A de tincion al 5% (2D-Silver Stain Reagent Il, COSMO BIO CO., LTD.), solucién B de tincion al 5%
(2D-Silver Stain Reagent Il, COSMO BIO CO., LTD.), y 90% de agua ultrapura (BMS)), y luego se lavé durante cinco
minutos utilizando 40 mL de agua ultrapura (BMS). El lavado fue repetido tres veces. El gel fue desarrollado durante
8 minutos utilizando 40 mL de solucion de desarrollo (solucién de reserva de desarrollo 5% (2D-Silver Stain Reagent
I, COSMO BIO CO., LTD.) y 95% de agua ultrapura (BMS)), y se agregaron 2 mL de solucién de detencién (2D-
Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.)) para detener el desarrollo. Finalmente, el gel fue lavado durante
diez minutos utilizando 40 mL de agua ultrapura (BMS), y se sometié a barrido una imagen (véase figura 21)
utilizando un escaner (GT-X900, EPSON).

[Ejemplo 24] Inmunoprecipitacion Western de MC-GPP bajo condiciones reductoras

Puesto que el MC-GPP tiene una etiqueta His en el lado de su terminal C, los anticuerpos anti-His pueden enlazarse
a él. La inmunoprecipitacion Western fue llevada a cabo bajo condiciones reductoras utilizando esta propiedad, y se
detecto e identific6 MC-GPP purificado por quimioluminiscencia. Especificamente, 10 uL de regulador de muestras
Laemmli (BIO-RAD) que contenia 5% 2-mercaptoetanol (Wako) fue agregado a 10 pL de MC-GPP purificado para
reduccion por calentamiento a 98°C durante cinco minutos (DTU-18, TAITEC). Un regulador de electroforesis
(Tris/Glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ Ace 5% a 20% 17 pozos (Wako) fueron colocados en un recipiente de
electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS CO., LTD), y 15 pL de las soluciones tratadas con calor
fueron aplicados a Super Sep™ Ace 5% a 20% 17 pozos (Wako), y se llevé a cabo la electroforesis a 40 mA (My
Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 55 minutos. Luego, el gel fue removido de las placas de vidrio, y sumergido
durante cinco minutos con agitacion (Wave-S1, TAITEC) en 10 mL de regulador de transferencia (Regulador
Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)). Membrana de Transferencia Immobilon-P
(MILLIPORE) fue sumergido con agitacién (Wave-S1, TAITEC) en 10 mL de metanol (Wako) durante 15 segundos,
10 mL de agua ultrapura (ELGA) durante dos minutos, y 10 mL de regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina
(BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) durante cinco minutos. En un aparato de transferencia
(TRANSBLO, SD SEMI-DRY TRANSFER CELL, BIO-RAD), regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-
RAD) que contenia papeles de filtro sumergidos en 30% de metanol (Wako)) (Extra Thick Blot Paper Protean™ XL
Size, BIO-RAD), Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE), gel, y papeles de filtro (Extra Thick Blot
Paper Protean™ XL Size, BIO-RAD) fueron dispuestos en orden desde el lado menos, se colocé una cubierta, y se
llevé a cabo la electroforesis a 80 mA (PowerPac HC™, BIO-RAD) durante 90 minutos para transferir las proteinas
separadas sobre la Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE). Después de la transferencia, la
Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE) fue sumergida en 10 mL de ImmunoBlock (Division de
Productos de Laboratorio de Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) y bloqueada a 4°C durante 18 horas, luego se
lavé tres veces por agitacion (WaveS1, TAITEC) durante cinco minutos en 10 mL de PBS (Wako) que contenia
0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). 10 mL de un anticuerpo 6-His monoclonal
(COVANCE) diluido 1,000 veces con PBS (Wako) que contenia 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano
Monolaurato, Wako) y las proteinas sobre la membrana se hicieron reaccionar durante una hora a temperatura
ambiente con agitacion (Wave-S 1, TAITEC). Después de que los anticuerpos no enlazados fueron removidos, la
membrana fue lavada tres veces por agitacion (Wave-S1, TAITEC) durante cinco minutos en 10 mL de PBS (Wako)
que contenia 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). Se agregaron 10 mL de una
IgG(H+L)HRP antirratén de cabra (Jackson ImmunoResearch) diluido 5,000 veces en PBS (Wako) que contenia
0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako), y la reaccién tuvo lugar a temperatura ambiente
con agitacion durante una hora (Wave-S1, TAITEC). Después de que los anticuerpos no enlazados fueron
removidos, la membrana fue lavada tres veces por agitacion (Wave-S1, TAITEC) durante diez minutos en 24 mL de
PBS (Wako) que contenia 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). 2 mL de Immobilon
Western Chemiluminescent HRP Substrate (MILLIPORE) fue agregado para quimioluminiscencia, y se tomd una
fotografia de 30 segundos (véase Fig. 22) usando Light-Capture ATTO Cooled CCD Camera System (ATTO) en sus
parametros normales.

[Ejemplo 25] Inmunoprecipitacion Western de MC-GPP bajo condiciones no reductoras

Puesto que MC-GPP tiene una etiqueta sobre su lado del terminal C, los anticuerpos anti-His pueden enlazarse a él.
La inmunoprecipitacion Western se llevd a cabo bajo condiciones no reductoras utilizando esta propiedad, y se
detecto e identifico el MC-GPP purificado por quimioluminiscencia. Especificamente, 10 pL de regulador de muestras
Laemmli (BIO-RAD) fue agregado a 10 pL de MCGPP purificado para tratamiento por calor a 98°C durante cinco
minutos (DTU-18, TAITEC). Un regulador de electroforesis (Tris/Glicina/SDS, BIORAD) y Super Sep™ Ace 5% a
20% 17 pozos (Wako) fueron colocados en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS
CO., LTD), y 15 pL de las soluciones tratadas con calor fueron aplicados a Super Sep™ Ace 5% a 20% 17 pozos
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(Wako), y se llevé a cabo la electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 55 minutos. Luego, el
gel fue removido de las placas de vidrio, y sumergido durante cinco minutos con agitacion (Wave-S1, TAITEC) en un
regulador de transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)). Membrana de
Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE) fue sumergido con agitacion (Wave-S 1, TAITEC) en 10 mL de metanol
(Wako) durante 15 segundos, 10 mL de agua ultrapura (ELGA) durante dos minutos, y 10 mL de regulador de
transferencia (Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia 30% de metanol (Wako)) durante cinco minutos. En
un aparato de transferencia (TRANS-BLO, SD SEMI-DRY TRANSFER CELL, BIO-RAD), regulador de transferencia
(Regulador Tris/Glicina (BIO-RAD) que contenia papeles de filtro sumergidos en 30% de metanol (Wako)) (Extra
Thick Blot Paper Protean™ XL Size, BIO-RAD), Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE), gel, y
papeles de filtro (Extra Thick Blot Paper Protean™ XL Size, BIO-RAD) fueron dispuestos en orden desde el lado
menos, se coloc6 una cubierta, y se llevé a cabo la electroforesis a 80 mA (PowerPac HC™, BIO-RAD) durante 90
minutos para transferir las proteinas separadas sobre la membrana de transferencia ImmobilonP (MILLIPORE).
Después de la transferencia, la Membrana de Transferencia Immobilon-P (MILLIPORE) fue sumergida en 10 mL de
ImmunoBlock (Divisién de Productos de Laboratorio de Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) y bloqueada a 4°C
durante 18 horas, luego se lavé tres veces por agitacion (Wave-S1, TAITEC) durante cinco minutos en 10 mL de
PBS (Wako) que contenia 0.05% Tween20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). 10 mL de un
anticuerpo 6-His monoclonal (COVANCE) diluido 1,000 veces con PBS (Wako) que contenia 0.05% Tween 20
(Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako) y las proteinas sobre la membrana se hicieron reaccionar durante
una hora a temperatura ambiente con agitacion (Wave-S 1, TAITEC). Después de que los anticuerpos no enlazados
fueron removidos, la membrana fue lavada tres veces por agitacion (Wave-S1, TAITEC) durante cinco minutos en 10
mL de PBS (Wako) que contenia 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako). Se agregaron
10 mL de una IgG(H+L)HRP antirratéon de cabra (Jackson ImmunoResearch) diluido 5,000 veces en PBS (Wako)
gue contenia 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako), y la reaccién tuvo lugar a
temperatura ambiente con agitacion durante una hora (Wave-S1, TAITEC). Después de que los anticuerpos no
enlazados fueron removidos, la membrana fue lavada tres veces por agitacion (Wave-S 1, TAITEC) durante diez
minutos en 24 mL de PBS (Wako) que contenia 0.05% Tween 20 (Polioxietileno (20) Sorbitano Monolaurato, Wako).
2 mL de Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (MILLIPORE) fue agregado para
guimioluminiscencia, y se tom6 una fotografia de 30 segundos (véase Fig. 23) usando Light-Capture ATTO Cooled
CCD Camera System (ATTO) en sus parametros normales.

[Ejemplo 26] Digestidn con pepsina de MC-GPP y atelocolageno humano de origen natural

El colageno que forma una estructura de hélice triple es resistente contra la escision por pepsina. Por lo tanto, MC-
GPP purificado, atelocolageno tipo | humano de origen natural (colageno, tipo |, soluble en acido, de piel humana,
SIGMA-ALDRICH), y minicolageno fibroso purificado (ejemplo 7) fueron digeridos con pepsina bajo condiciones
acidas, y se verifico la resistencia contra la escisiobn por pepsina a partir de imagenes de electroforesis en
poliacrilamida SDS. Mas especificamente, 3 pL de solucion de acido clorhidrico 0.3 M fueron agregados a 10 pL de
cada uno de MC-GPP purificado (0.028 mg/mL), atelocolageno tipo | humano de origen natural (colageno, tipo I,
soluble en &cido, de piel humana, SIGMA-ALDRICH) (0.1 mg/mL) o minicolageno fibroso (Ejemplo 7) (0.1 mg/mL)
para ajustar el pH a 2, se agregaron 3 UL de pepsina (pepsina, de mucosa estomacal porcina, 3370 unidades/mg de
proteina; SIGMA-ALDRICH) en solucién (la cantidad de pepsina es tres veces la de cada proteina cuando se
convierte en moles), y se llevé a cabo la digestion con pepsina a 20°C (ciclizador térmico 2720, Applied Biosystems)
durante dos horas. Aqui, las preparaciones de cada muestra sin pepsina agregada, las preparaciones de pepsina
(pepsina, de mucosa estomacal porcina, 3370 unidades/mg de proteina; SIGMA-ALDRICH) sola (misma cantidad
gue la cantidad utilizada para dirigir cada muestra), y las preparaciones que no contenian muestra ni pepsina fueron
preparadas como controles. Se agreg6 solucion de acido acético 10 mM en vez de la solucion de pepsina o muestra,
y la incubacion se llevo a cabo a 20°C durante dos horas. Se agreg6 1 pL de solucién de tris (2-Amino-2-hidroximetil-
1,3-propanodiol (Tris aminometano) 1 M; Wako) para detener la reaccion, y el colageno fue refibrilizado
irreversiblemente por incubacion a 4°C durante 18 horas. 17 pL de regulador de muestras Laemmli (BIO-RAD) que
contenia 5% 2-mercaptoetanol (Wako) fueron agregados para reduccién por calentamiento (DTU-18, TAITEC) a
98°C durante cinco minutos. Un regulador de electroforesis (Tris/Glicina/SDS, BIO-RAD) y Super Sep™ Ace 10% a
20% 17 pozos (Wako) fueron colocados en un recipiente de electroforesis (DPE-1020, DAIICHI PURE CHEMICALS
CO,, LTD), y 18 pL de las soluciones tratadas con calor fueron aplicados a Super Sep™ Ace 10% a 20% 17 pozos
(Wako), y se llevd a cabo la electroforesis a 40 mA (My Run, COSMO BIO CO., LTD) durante 55 minutos. Luego, se
llevé a cabo la tincién con plata usando 2D-Silver Stain Reagent || (COSMO BIO CO., LTD). Primero el gel fue fijado
por agitacion durante 20 minutos en 40 mL de solucion de fijacién | (50% de metanol (Wako), acido acético al 10%
(Wako), y 40% de agua (BMS)). A continuacion, el gel fue fijado por agitaciéon durante 30 minutos en 40 mL de
solucion de fijacion 1l (30% de metanol (Wako), acido acético al 10% (Wako), 5% agente de fijacién (2D-Silver Stain
Reagent I, COSMO BIO CO., LTD.), y 55% de agua ultrapura (BMS)). El Pretratamiento fue llevado a cabo por
agitacion durante 20 minutos en 40 mL de solucién de pretratamiento (50% de metanol (Wako), 5% de agente de
tratamiento (2D-Silver Stain Reagent I, COSMO BIO CO., LTD.), y 45% de agua ultrapura (BMS)). El gel fue lavado
durante diez minutos con 40 mL de agua ultrapura (BMS), tefiido durante 30 minutos usando 40 mL de solucion de
tincion de plata (solucién de tincion al 5% A (2D-Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.), solucion de tincion
al 5% B (2D-Silver Stain Reagent I, COSMO BIO CO., LTD.), y 90% de agua ultrapura (BMS)), y luego se lavé
durante cinco minutos usando 40 mL de agua ultrapura (BMS). El lavado fue repetido tres veces. El gel fue
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desarrollado durante minutos usando 40 mL de solucién de desarrollo (solucion madre de desarrollo al 5% (2D-Silver
Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.) y 95% de agua ultrapura (BMS)), y 2 mL de solucion de detencién (2D-
Silver Stain Reagent II, COSMO BIO CO., LTD.)) fueron agregados para detener el desarrollo. Finalmente, el gel fue
lavado durante diez minutos usando 40 mL de agua ultrapura (BMS), y se tomé por barrido una imagen (Fig. 24)
usando un escaner (GT-X900, EPSON). Las bandas en las lineas en las cuales fueron aplicados MC-GPP, MC-GPP
digerido con pepsina, una cantidad equivalente de pepsina solamente a la usada para digerir el MC-GPP,
minicolageno fibroso purificado (Ejemplo 7), minicolageno fibrosos digerido con pepsina (Ejemplo 7), y una cantidad
equivalente de pepsina solamente a la usada para digerir el minicolageno fibroso, fueron analizadas usando ImageJ
(véase Fig. 25).

Como resultado, el atelocolageno tipo | humano de origen natural no fue escindido por la digestion con pepsina. El
minicolageno fibroso purificado mostré una banda cerca a 50 kDa, pero regiones diferentes a la del dominio del
colageno fueron escindidas y eliminadas por la digestidon con pepsina de tal manera que una banda para el dominio
de colageno fue observada alrededor de 30 kDa. También con el MC-GPP, se eliminaron bandas diferentes a las del
dominio del colageno de tal manera que se observo una banda para el dominio del colageno cerca a 30 kDa. Lo
anterior revela que el MC-GPP es resistente contra la escision por pepsina y esta correctamente plegado en una
estructura de hélice triple, y sugiere que la presencia del dominio rico es cisteina de SP-D lleva a la formacién de
una estructura de hélice triple de la porcién de colageno.

Aplicabilidad industrial

Utilizando células de mamiferos como anfitrionas, la presente invencion puede proveer analogos de colageno
humano avanzados que tienen una estructura de hélice triple similar a la de los de origen natural, lo cuales pueden
ser mas facilmente manejados que los de origen natural, vectores de expresion que permiten la produccién de los
mismos, y células productoras de analogos de colageno humano.

Los métodos de produccion de la presente invencion pueden ser aplicados no solamente al colageno, sino también a
proteinas que tengan una estructura de hélice triple, tales como la colectina.

Puesto que los analogos de colageno de la presente invencion tienen pesos moleculares mas bajos que los de los
colagenos de origen natural, son facilmente purificados y facilmente manipulados. Se considera que estos
novedosos analogos de colageno que tienen una estructura de hélice triple tienen propiedades que son diferentes de
las de los colagenos conocidos, y se esperan sus aplicaciones como biomateriales novedosos.
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cgatgtacgg
aattacgggg
aaatggcccg
tgttcccata
gtaaactgcc
cgtcaatgac
tcctacttgg
gcagtacatc
cattgacgtc
taacaactcc
aagcagagct
ggagaactte
attcatgtta
cttgtatcac
accattgtct
gcatttgtaa
ctaatcactt
gagaacaatt
gcgtggaaat
tttatggtta
gggccccetcet
gctggceggece
gcccectecce
aaaatgagga
tggggcagga
tcecgeggtgt
agaagtatgc
cccatcceccege

ttttttattt

gccagatata
tcattagttc
cctggctgac
gtaacgccaa
cacttggcag
ggtaaatggc
cagtacatct
aatgggcgtg
aatgggagtt
gccccattga
ctectggctaa
agggtgagtt
tatggagggg
éatggaccct
cctcttattt
cgaattttta
ttttttcaag
gttataatta
attcttattg
caatgatata
gctaéccatg
gccttctaga
cgtgccttcece
aattgcatcg
cagcaagggyg
ggaatgtgtg
aaagcatgca
ccctaactcce

atgcagaggc
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cgcgttgaca
atagcccata
cgcccaacga
tagggacttt
tacatcaagt
ccgectggea
acgtattagt
gatagcggtt
tgttttggca
cgcaaatggg
ctagagaacc
tggggaccct
gcaaagtttt
catgataatt
tcttttcatt
aattcacttt
gcaatcaggg
aatgataagg
gtagaaacaa
cactgtttga
ttcatgcctt
gcctcgactg
ttgacecctgg
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tcagttaggg
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tatggagttc

cceceegecca

ccattgacgt
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ttatgcccag
catcgctatt
tgactcacgg
ccaaaatcaa
cggtaggcgt
cactgttaac
tgattgttct
cagggtgttg
ttgtttettt
ttctgtaact
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tatattatat
tagaatattt
ctacatcctg
gatgaggata
cttecttttte
tgccttcetag
aaggtgccac

gtaggtgtca

aagacaatag

tgtggaaagt
tcagcaacca
gcccattctce

tcggectetg
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actagttatt
cgcgttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtacgce
tacatgacct
accatggtga
ggatttccaa
cgggactttc
gtacggtggg
tggcttateg
ttctttttcg
tttagaatgg
cactttctac
ttttcgttaa
tcagattgta
tgtacttcag
ctgcatataa
gtcatcatcc
aaatactctg
ctacagctcce
ttgccagcca
tcccactgte
ttctattctg
caggcatgcet
cecccaggcete
tagtcccgece
cgccccatgg

agctattcca

aatagtaatc
aacttacggt
taatgacgta
agtatttacg
cccctattga
tatgggactt
tgcggt;ttg
gtcteccacce
caaaatgtcg
aggtctatat
aaattgtcga
ctattgtaaa
gaagatgtcc
tctgttgaca
actttagcectt
agtactttct
cacagtttta
attctggctg
tgcctttcte
agtccaaacc
tgggcaacgt
tctgttgttt
ctttcctaat
g9999tgggg
ggggaggatc
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ggaggctttt
attgcacgca
acagacaatc
tctttttgte
gctatcgtgg
agcgggaagg
ccttgetect
tgatccggct
tcggatggaa
gccagccgaa
gacccatggc
catcgactgt
tgatattgct
cgcegetece
tccgtgacat
tttttaagtg
acctatggaa
tgctcagaag
cctccaaaaa
tttttgagtc
aaggaaaaag
agtaggcata
gtgtctgcta
ggggttaata
cacatttgta
acataaaatg
ataaagcaat
tggtttgtcc
tacgtagcectt
cccaacttaa
ccecgcaccga

ggtattttct

ttggaggcct
ggttctcegg
ggctgctctg
aagaccgacc
ctggccacga
gactggctgce
gccgagaaag
acctgcccat
gceggtettg
ctgttcgceca
gatgecctget
ggcecggetgg
gaagagcttg
gattcgcagce
aattggacaa
tataatgtgt
ctgatgaatg
aaatgccatc
agaagagaaa
atgctgtgtt
ctgcactgct
acagttataa
ttaataacta
aggaatattt
gaggttttac
aatgcaattg
agcatcacaa
aaactcatca
ggcactggcc
tcgecttgea
tcgececttcee

ccttacgcecat

aggcttttgce
ccgcettgggt
atgccgecegt
tgtccggtg;
cgggegttece
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaaggc
tgccgaatat
gtgtggcgga
gcggcgaatg
gcatcgcctt
actacctaca
taaactactg
ggagcagtgg
tagtgatgat
ggtagaagac
tagtaataga
atacaagaaa
tcataacata
tgctcaaaaa
gatgtatagt
ttgctttaaa
ttgttgttaa
atttcacaaa
atgtatctta
gtcgttttac
gcacatccce
caacagttgc

ctgtgcggta
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aaaaaagctg
ggagaggcta
gttceggcetg
cctgaatgaa
ttgcgcagcet
agtgccgggg
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatctggac
gcgcatgcecc
catggtggaa
ccgctatcag
ggctgaccgc
ctatcgectt
gagatttaaa
attctaattg
tggaatgect
gaggctactg
cccaaggact
actcttgctt
attatggaaa
ctgttttttce
ttgtgtacct
gccttgacta
aaacctccca
cttgtttatt
taaagcattt
tcatgtctgg
aacgtcgtga
ctttcgecag
gcagcctgaa

tttcacaccg
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cagatgattg
ttcggctatg
tcagcgcagg
ctgcaggacg
gtgctcgacg
caggatctcce
atgcggeggce
cgcatégagc
gaagagcatc
gacggcgagg
aatggccgct
gacatagcgt
ttcctegtge
cttgacgagt
gctctaaggt
tttgtgtatt
ttaatgagga
ctgactctca
ttccttcaga
éctttgctat
aatattctgt
ttactccaca
ttagcttttt
gagatcataa
cacctcecce
gcagcttata
ttttcactge
gcccatcgat
ctgggaaaac
ctggcgtaat
tggcgaaﬁgg

catatggtgce

aacaagatgg
actgggcaca
ggcgeceeggt
aggcagcgeg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacgct
gagcacgtac
aggggctcge
atctcgtcgt
tttctggatt
tggctaccceg
tttacggtat
tcttctgaga
aaatataaaa
ttagattcca
aaacctgttt
acattctact
attgctaagt
ttacaccaca
aacctttata
caggcataga
aatttgtaaa
tcagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
attctagttg
gaattcaacg
cctggecgtta
agcgaagagg
cgccetgatge

actctcagta
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caatctgctc
cgccctgacg
ggagctgcat
ctcgtgatac
ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgccttecetg
ttgggtgcac
tttcgeeeeg
gtattatccce
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actcgccttg
accacgatgce
actctagett
cttctgeget
cgtgggtctce
gttatctaca
ataggtgcct
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
tttccgaagg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagettgg
agcgccacgc

acaggagagc

tgatgccgca
ggcttgtctg
gtgtcagégg
gcctéttttt
ttcggggaaa
atccgctcat
tgagtattca
tttttgctca
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacgc
ttgagtactc
gcagtgctgc
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cccggcaaca
cggcccttee
gcggtatcat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatccce
aaggatcttc
caccgctacc
taactggcett
gccaccactt
cagtggctge
taccggataa
agcgaacgac
ttceccgaagg

gcacgaggga

tagttaagcce
ctcccggeat
ttttcaccgt
ataggttaat
tgtgcgcgga
gagacaataa
acatttcegt
cccagéaacg
catcgaactg
tccaatgatg
cgggcaagag
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaacc
accggagctg
ggcaacaacg
attaatagac
ggctggcetgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt

ttaacgtgag

ttgagatcct

agcggtggtt
cagcagagcg
caagaactct
tgccagtgge
ggcgcagegg
ctacaccgaa
gagaaaggceg

gcttceccaggg
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agccccgaca
ccgcttacag
catcaccgaa
gtcatgataa
acccctattt
ccctgataaa
gtcgccectta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactcggtc
gaaaagcatc
agtgataaca
gcttttttge
aatgaagcca
ttgcgcaaac
tggatggagg
tttattgctg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
ttttegttec
ttttttctge
tgtttgccgyg
cagataccaa
gtagcaccgce
gataagtcgt
tcgggctgaa
ctgagatacc
gacaggtatc

ggaaacgcct
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ccegecaaca

~acaagctgtg

acgcgcgagg
taatggtttc
gtttattttt
tgcttcaata
ttcecttttt
taaaagatgc
gcggta&gat
aagttctgcet
gccgcataca
ttacggatgg
ctgcggccaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagccctce
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagcgtc
gcgtaatctg
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggggttc
tacagcgtga
cggtaagcgg

ggtatcttta

ccegetgacg
accgtctceccg
acgaaagggc
ttagacgtca
ctaaatacat
atattgaaaa
tgcggcattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggegeg
ctattctcag
catgacagta
cttacttetg
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agccggtgag
ccgtatcgta
gatcgctgag
atatatactt
cctttttgat
agaccccgta
ctgcttgcaa
accaactctt
tctagtgtag
cgctctgceta
gttggactca
gtgcacacag
gcattgagaa
cagggtcgga

tagtcctgte

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

15400

5460

5520

5580



gggtttcgcce
ctatggaaaa
gctcacatgt
gagtgagctg
gaagcggaag
tgéagctggc
gtgagttagc
ttgtgtggaa
gaatttcgta
<210> 3

<211> 1163

<212> ADN

acctctgact

acgccagcaa

‘tctttectge

ataccgctcg

agcgcccaat

acgacaggtt

tcactcatta

ttgtgagcgg

cgaagctt

<213> Homo sapiens

<400> 3

ES 2536 198 T3

tgagcgtcga
cgcggecttt
gttatccecct
ccgecagecga
acgcaaaccg
tccecgactgg
ggcaccccag

ataacaattt

tttttgtgat
ttacggttcc
gattctgtgg
acgaccgagc
cctcteeceg
aaagcgggca
gctttacact

cacacaggaa

34

gctcgtcagg
tggccttttg
ataaccgtat
gcagcgagtce
cgcgttggec
gtgagcgcaa
ttatgcttcece

acagctatga

ggggcggagce
ctggectttt
taccgcettt
agtgagcgag
gattcattaa
cgcaattaat
ggctcgtatg

ccatgattac

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6078



10

caccatgctg
ggaagcagaa
gtgtagctca
tgtcggtcct
tccegetgge
tggtcctgcet
ccttggegee
tgtgcaaggt
tggtgctaag
tcagggaatg
tgatgctggt
cggccccatt
tggtgatagt
caaaaagtgg
tggtgaaata
ggccacecece
cttcectggge
actgacctac
tgtattgcta

cgtctgtgag
<210>4
<211> 60

<212> ADN

ctcttcctcee
atgaagaéct
gtggagtcceg
gctggcaaag
gagagaggtg
ggtcctccag
cctggceccect
ccceectggte
ggtgatgctg
cctggtgaac
cccaaaggtg
ggtccceceg
agcctggctg
ctcaccttct
atgacctttg
aggaatgctg
atcactgatg
acaaactgga
ctgaaaaatg

ttcectatct

<213> Homo sapiens

<400> 4

ES 2536 198 T3

tctectgeact
actcccacag
gaaaggctgy
atggagaggc
aacaaggccce
gtgaagcagg
ctggagcaag
ctgctggace
gtgccectgyg
gtggtgcage
ctgatggctc
gccetectgg
cctcagaaag
ctectgggcaa
aaaaagtgaa
cagagaatgg
agaagacaga
acgagggtga
gccagtggaa

gaa

ggtcctactc
aacaatgccc
agagcgaggt
tggagctcag

tgctggctcec

caaacctggt

aggcgagaga
ccgaggggcé
agctcceggt
tggtcttcca
tcctggcaaa
acctcctggt
aaaagctctg
acaagttggg
ggccttgtgt
agccattcag
agggcagttt
acccaacaat

tgacgtccee

atgctgctct tectectcte tgcactggte ctactcacac agcccctggg ctacctggaa

<210>5

<211>75

<212> ADN

<213> Homo sapiens

35

acacagcccce
agtgcttgca
gttccecggac
ggacccccetg
cccggattcece
gaacagggtg
ggtttcectg
aacggtgctc
agccagggceg
gggcctaagg
gatggcgtcce
ccceetggte
caaacagaaa
aacaagttct
gtcaagttcc
aatctcatca
gtggatctgé
gctggttetg

tgctccacct

60

tgggctacct
ccctggtcat
ccecctggege
gccctgetgg
agggtctccc
ttcctggaga
gcgagcgtgg
ccggcaacga
ccectggecet
gtgacagagg
gtggtctéac
ctccececcgga
tggcacgtat
tcctgaccaa
aggcctctgt
aggaggaage
caggaaatag
atgaagattg

cccatctggce

60

120

180

240

300

360

420

480

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1163



10

15

20

<400> 5

gcagaaatga agacctactc ccacagaaca atgcccagtg cttgcaccct ggtcatgtgt

agctcagtgg agtcc

<210>6

<211>99

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6

ccggatggtg atagtagcect ggctgcctca gaaagaaaag ctctgcaaac agaaatggca

ES 2536 198 T3

cgtatcaaaa agtggctcac cttctctctg ggcaaacaa

<210>7

<211> 348

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>7

gttgggaaca
ttgtgtgtca
attcagaatc
cagtttgtgg
aacaatgctg

gtccectget
<210>8
<211> 576

<212> ADN

agttcttcct
agftccaggc
tcatcaagga
atctgacagg
gttctgatga

ccacctccca

<213> Homo sapiens

<400> 8

ggaaaggctg gagagcgagg

gatggagagg ctggagctca

gaacaaggcc ctgctggctce

ggtgaagcag gcaaacctgg

gaccaatggt
ctctgtggcce
ggaagccgtc
aaatagactg
agattgtgta

tctggecgtce

tgttcccgga
gggaccccect
cceceggatte

tgaacagggt

gaaataatga
acccccagga
ctgggcatca
acctacacaa
ttgctactga

tgtgagttcc

cceecctggeg

ggccctgcetg

cagggtctcc

gttcctggag

36

cctttgaaaa
atgctgcaga
ctgatgagaa
actggaacga
aaaatggcca

ctatctga

ctgtcggtcecce

gtceegetgg

ctggtcetge

accttggcge

agtgaaggcc
gaatggagcc
gacagaaggg
gggtgaaccc

gtggaatgac

tgctggcaaa
cgagagaggt
tggtcctcca

ccctggeccee

60

75

60

99

60

120

180

240

300

348

60

120

180

240



tctggagcaa
cctgcetggac
ggtgcccetg
cgtggtgcag
gctgatggct
ggceccteetg
<210>9
<211> 5633
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

gaggcgagag
cccgaggggce
gagctcccgg
ctggtcttcc
ctcctggcaa

gacctcctgg

ES 2536 198 T3

aggttteccct
caacggtgct
tagccagggce
agggcctaag
agatggcgte

tcceecetggt

ggcgagcegtg
ccecggcaacyg
gccectggec
ggtgacagag
cgtggtctga

cctecee

<223> Una secuencia de vector sintetizada artificialmente

<400>9

37

gtgtgcaagg

atggtgctaa

ttcagggaat

gtgatgctgg

ccggceccat

tcecceetggt
gggtgatgcet
gcctggtgaa
tcccaaaggt

tggtccecce

300

360

420

480

540

576



cgcgttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtccgce
tacatgacct
accatggtga
ggatttccaa
cgggacttte
gtacggtggg
ttcegecatceg
cggtctttcc
gagggacctg
ccagtcacag
gttgtttctg
‘gatggtcgag
caaaagcggg
tattcacctg
tcteccacagg
tctagttgce
gccactccca

tgtcattcta

aacttacggt
taatgacgta
agtatttacg
ccectattga
tacgggactt
tgcggttttg
gtctécaccc
caaaatgtcg
aggtctatat
ctgtctgcga
agtactcttg
agcgagtccg
tcgcaaggta
gcggaggtge
gtgaggtgtyg
catgacttct
gcccgatetg
tgtccactece
agccatctgt

ctgtecettte

ttctgggggg

ES 2536 198 T3

aaatggcccg
tgttcccata
gtaaéctgcc
cgtcaatgac
tcctacttgg
gcagtacacc
cattgacgtc
taataacccc
aagcagagct
gggccagetg
gatcggaaac
catcgaccgg
ggctgagcac
tgctgatgat
gcaggcttga
gcgctaagat
gccatacact
caggtccaag
tgtttgccce

ctaataaaat

tggggtgggg

cctggctgac
gtaacgccaa
cacttggcag
ggtaaatggc
cagtacatct
aatgggcgtg
aatgggagtt
gcececgttga
cgtttagtga
ttgggctcgce
ccgtcggect
atcggaaaac
cgtggcggge
gtaattaaag
gatccagctg
tgtcagttte
tgagtgacaa
cggecgectt
tcececegtge
gaggaaattg

caggacagca

38

cgcccaacga
tagggacttt
tacatcaégt
ccgcctggcea
acgtattagt
gatageggtt
tgttﬁtggca
cgcaaatggg
accgtcagat
ggttgaggac
ccgaacggta
ctétcgagaa
ggcagcgggt
taggcggtct
ttggggtgag
caaaaacgag
tgacatccac
ctagagcctc
cttcecttgac
catcgcattg

agggggagga

cceececgecea
ccattgacgt
gtatcatatg
ttatgcccag

catcgctatt

tgactcacgyg

ccaaaatcaa
cggtaggcegt
cctcactctce
aaactcttcg
ctcecgecace
aggcgtctaa
ggcggtcggg
tgagacggcg
tactcecctet
gaggatttga
tttgccttte
gactgtgcect
cctggaaggt
tctgagtagg

ttgggaagac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



aatagcaggc
aaagtcccca
aaccatagtc
ttctecegecece
ctctgagcta
agctgcagat
gtaaaaatgg
tgactactac
ggttttcaat
gagaactcaa
taagacttat
gcagttctgt
ggatcatgca
aacttctccc
ataagtttga
ctacagagat
tactgattct
agtggtggaa
atgatgaggc
aagaccccaa
atagaactct
agaaaattat
acatactgtt
aaaaattgtg
atagtgcctt
ttaaaaaacc
gttaacttgt
acaaataaag
tcttatcatg
tttacaacgt
tcccecettte

gttgcgcage

atgctgggga
ggctcccecag
chcccctaa
catggctgac
ttccagaagt
ggtacgacca
tgatttacca
ttcatcagta
tcctgagaag
agaaccacca
tgaacaaccg
ttaccaggaa
ggaatttgaa
agaataccca
agtctacgag
ttaaagctcet
aattgtttgt
tgcctttaat
tactgctgac
ggactttcct
tgcttgcttt
ggaaaaatat
ttttcttact
tacctttage
gactagagat
tcccacacct
ttattgcage
catttttttce
tctgggcceccea
cgtgactggg
gccagcetgge

ctgaatggcg

ggatctccgce
caggcagaag
ctcecgeccat
taattttttt
agtgaggagg
ttaaattgta
tggccaccat
gaaggtaaac
aatcgacctt
cgaggagctce
gaattggcaa
gccatgaatc
agtgacacgt
ggcgtcectct
aagaaagact
aaggtaaata
gtattttaga
gaggaaaacc
tctcaacatt
tcagaattgc
gctatttaca
tctgtaacct
ccacacaggc
tttttaattt
cataatcagc
ccecectgaac
ttataatggt
actgcattct
tcéatgaatt
aaaaccctgg
gtaatagcga

aatggcgcect

ES 2536 198 T3

ggtgtggaat
tatgcaaagc
ccegececcecta
tatttatgca
cttttttgga
ttgtagcagt
tacgaaatga
aaaatttagt
taaaggacag
attttcttge
gtaaagtaga
aaccaggcca
ttttcccaga
ctgaggtcca
aaagatccgt
taaaattttt
ttccaaccta
tgttttgctc
ctactcctcece
taagtttttt
ccacaaagga
ttataagtag
atagagtgtc
gtaaaggggt
cataccacat
ctgaaacata
tacaaataaa
agttgtggtt
caacgtacgt
cgttacccaa
agaggcccege

gatgcggtat

gtgtgtcagt
atgcatctca
actccgcecca
gaggccgagg
ggcctaggct
atcacaaaat
atttaaatat
aattatgggt
aattaatata
caaaagtttg
catggtttgg
cctcagactc
aattgatttg
ggaggaaaaa
gacataattg
aagtgtataa
tggaactgat
agaagaaatg
aaaaaagaag
gagtcatgct
aaaagctgca
gcataacagt
tgctattaat
taataaggaa
ttgtagaggt
aaatgaatgc
gcaatagcat
tgtccaaact
agcttggcac
cttaatcgcc
accgatcgcec

tttctcctta

39

tagggtgtgg
attagtcagc
gttccgecea
ccgcctegge
tttgcaaaaa
atgggtattg
tttcaacgaa
cgaaaaactt
gttctcagta
gatgatgcct
atagtcggag
tttgtgacaa
gggaaatata
ggcatcaagt
gacaaactac
tgtgttaaac
gaatgggagce
ccatctagtg
agaaaggtag
gtgtttagta
ctgctataca
tataatcata
aactatgctc
tatttgatgt
tttacttgct
aattgttgtt
cacaaatttc
catcaatgta
tggcegtegt
ttgcagcaca
cttcccaaca

cgcatctgtg

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



cggtatttca
aagécagccc
ggcatccgcet
accgtcatca
ttaatgtcat
gcggaacccce
aataaccctg
tccgtgtege
vaaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgcttt
agctgaatga
caacgttgeg
tagactggat
gctggtttat
cactggggcc
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtagce
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag

.aggcggacag

caccgcatat
cgacacccgce
tacagacaag
ccgaaacgcg
gataataatg
tatttgttta
ataaatgctt
ccttattcce
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgcege
gcatcttacg
taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttc;actga
tctgegegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcectaca
gtecgtgtctt
ctgaacgggg
atacctacag

gtatccggta

ggtgcactct
caacacccgce
ctgtgaccgt
cgaggacgaa
gtttcttaga
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gaﬁggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagce
actggcgaac
aaagttgcag
tctggagcecg
ccetecegta

agacagatcg

tactcatata.

aagatccttt
gcgtcagacc
atctgctget
gagctaccaa
gtccttctag
tacctcgcete
accgggttgg
ggttcgtgea
cgtgagcatt

agcggcaggg

ES 2536 198 T3

cagtacaatc
tgacgcgceec
ctccgggage
agggcctcgt
cgtcaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgcct
atcagttggg
agagttttcg
gcgecggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctetttttec
tgtagccgta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc

tcggaacagg

40

tgctctgatg
tgacgggctt
tgcatgtgtce
gatacgccta
cacttttcgg
tatgtatccg
gagtatgagt
tcectgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atccegtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatcgt
gatgcctgta
agcttcccgg
gcgcectcggece
gtctcgeggt
ctacacgacg
tgcctcactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaacﬁ
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgcttcece

agagcgcacg

ccgcatagtt
gtctgctcecce
agaggttttce
tttttatagg
ggaaatgtgc
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgccggge
tactcaccag
gctgccataa
ccgaaggagce
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttceggetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
tcttcttgag
ctaccagcgg
ggcttcagcea
cacttcaaga
gctgctgcca
gataaggcgce
acgacctaca
gaagggagaa

agggagcttce

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

- 4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100



cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg
cccctgattce
gccgaacgac
aaccgcctct
actggaaagc
cccaggcettt

aatttcacac
<210>10
<211> 4395

<212> ADN

cgcctggtat
gtgatgctcg
gttcctggec
tgtggataac
cgagcgcage
ccecgegegt
gggcagtgag
acactttatg

aggaaacagc

<213> Homo sapiens

<400> 10

ES 2536 198 T3

ctttatagtc
tcaggggggce
ttttgctgge
cgtattaccg
gagtcagtga
tggccgatte
cgcaacgcaa
cttccggctce

tatgaccatg

ctgtcgggtt
ggagcctatg
cttttgctca
cctttgagtg
gcgaggaagce
attaatgcag
ttaatgtgag
gtatgttgtg

attacgaatt

41

tcgceccaccte
gaaaaacgcce
catgttcttt
agctgatacc
ggaagagcgc
ctggcacgac
ttagctcact
tggaattgtg

tcgtacgaag

tgacttgagc
agcaacgcgg
cctgegttat
gctcgccgca
ccaatacgca
aggtttcccg
cattaggcac
agcggataac

ctt

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580

5633



atgttcagct
cacggccaag
gtacagaacg
tgcgtctgceg
tgcecceggeg
tcacccaccg
ggcccaaggyg
cccggaccecec
cceccagcetgt
atgggtccct
ttccaaggtc
ggtcccecag
cctggtgagce
ctcceectggaa
ggtcctgcetg
atgggccccee
gctcgtggaa
ggtcctceetg -
cgaggctctg

§ctgctggcc

ttgtggacct
aggaaggcca
gcctcaggta
acaacggcaa
ccgaagtcce
accaagaaac
gacccgcagg
ccggaccccece
cttatggcta
ccggtcecteg
cccctggtga
gtcccectygg
gtgggcctce
tgaagggaca
gtcctaaggg
gtggecctgcece
atgatggtgc
gcttcectgg
aaggtccccea

ctgctggaaa

ES 2536 198 T3

ccggctcecectg
agtcgagggc
ccatgaccga
ggtgttgtgce
cgagggcgag
caccggcegtce
cccecectgge
cggacctccce
tgatgagaaa
tggtcteccct
gcctggegay
aaagaatgga
tgggcctcag
cagaggtttc
tgagcectgge
tggtgagaga
tactggtgct
tgctgttggt
gggtgtgegt

ccetggtget

ctcctcettag
caagacgaag
gacgtgtgga
gatgacgtga
tgctgtceceg
gagggaccca
cgagatggca
ggaccccctg
tcaaccggag
ggcccccectg
cctggagctt
gatgatgggg
ggtgcccgag
agtggtttgg
agccctggtg
ggtcgcectg
gccgggeecce
gctaagggtg
ggtgagcectg

gatggacagc

42

cggccaccge
acatcccacc
aacccgagcee
tctgtgacga
tctgccecga
agggagacac
tccctggaca
gcctcggagg
gaatttccgt
gtgcacctgg
caggtcccat
aagctggaaa
gattgccegg
atggtgccaa
aaaatggagce
gagcccctgg
ctggtcccac
aagctggtcc
gccccectgg

ctggtgctaa

cctcctgacg
aatcacctgce
ctgccggatc
gaccaagaac
cggctcagag
tggcceccga
gcctggactt
aaactttgct
gcctggccecec
tccccaagge
gggtccccga
acctggtcgt
aacagctggce
gggagatgct
tcctggtcag
ccqtgctggt
cggccecget
ccaagggccc
ccetgetggt

aggtgccaat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



ggtgctcctg
cagggccceg
agcaaaggag
ggcectgetg
cccggacccece
gttgctggtce
ggatctcctg
actggaagcc
caagatggtc
ggattccctg
cccggacccec
ccceetggee
ggattccagg
cagggtgttc
ttceetggeg
ggtgctcceeg
cagggcgccec
cctaagggtg
ggcgtccgtg
aagggtgaaa
gaccgtggtg
ggccaacctg
cctggeccetg
gccaaaggtg
ggecgagteg
gctggcaaag
gaagttggtce
ggtcctgetg
gtcggcctge
gaacctggca
ggcecceectg

gaaggttccce

gtattgctgg
gcggecectcec
acactggtgce
gagaggaagg
ctggcgagceg
ccaagggtcc
étgaagctgg
ctggcagccc
gcececggace
gacctaaagg
ctggecgcectgt
ctgctggtcece
gtctccctgg
ctggagacct
agcgtggtgt
gcaacgatgg
ctggccttca
acagaggtga
gtctgaccgg
gtggtcccag
agcctggtec
gtgctaaagg
ccggacccege
ctcgcecggcag
gtcctcetgg
aaggcggcaa
¢ccectggtece
gtgctectgg
ctggtcagag
aacaaggtcc
gattggctgg

ctggacgaga

tgctcetgge
tggtcccaag
taagggaga§
aaagcgagga
tggtggacct
cgctggtgaa
tcgtecceggt
tggtcctgat
cccaggcececa
tgctgectgga
cggtectget
cgctggegag
tcectgetggt
tggcgcecct
gcaaggtccc
tgctaagggt
gggaatgcct
tgctggtcce
ccccattggt
cggccctgcet
cceceggecct
cgaacctggt
tggaccccect
cgctggtccce
ccectcetgga
aggtccccgt
ccetggecect
tactcccggg
aggagagaga
ctctggagcea
accccetggt

cggttctect

ES 2536 198 T3

ttcecectggtg
ggtaacagcg
cctggeectg
gctcgaggtg
ggtagccgtg
cgtggttcte
gaagctggtc
ggcaaaactg
cctggtgccece
gagcccggcea
ggcaaagatg
agaggtgaac
cctccaggtg
ggccceectetg
cctggtectyg
gatgctggtg
ggtgaacgtg
aaaggtgctg
cctecetggece
ggtcccactg
gctggetttg
gatgctggtg
ggccccattg
cctggtgcta
aatgctggac
ggtgagactg
gctggcgaga
cctcaaggta
ggcttcccetg
agtggtgaac
gaatctggac

ggcgccaagg

43

ccecgaggecce
gagaacctgg
ttggtgttca
aacccggacce
gtttcectgg
ctggcectge
tgcctggtgce
gcceeccectgg
gtggtcaggce
aggctggaga
gagaggctgg
aaggccctge
aagcaggcaa
gagcaagagg
ctggtcceceg
ccectggage
gtgcagetgg
atggctctec
ctgctggtge
gagctcgtgg
ctggcecceecc
ctaaaggcga
gtaatgttgg
ctggtttcce
ccectggecce
gcecectgetgg
aaggatcccc
ttgctggaca
gtcttectgg
gtggtccccee
gtgagggggce

gtgaccgtgg

ctctggaccc
tgctcectgge
aggaccccect
cactggcctg
cgcagatggt
tggccccaaa
caagggtctg
tccegecggt
tggtgtgatg
gcgaggtgtt
agctcaggga
tggctcecee
acctggtgaa
cgagagaggt
aggggccaac
tcceggtage
tcttccaggg
tggcaaagat
ccctggtgac
tgcccccgga
tggtgctgac
tgctggtcce
tgctcctgga

tggtgctgcet

tcetggtect:

acgtcctggt
tggtgctgat
gcgtggtgtg
cccctetggt
tggtcccatg
tcetggtgece

tgagaccgge

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



cccgcectggac
ggcaagagtg
gttggcgcecce
gaacagggcg
ggccctectg
cgaggtcccce
cccattgggce
ggcectectg
ctgcceccage
gccaatgtgg
cagatcgaga
gacctcaaga
ggctgcaacc
taccccactc
aagaggcatg
cagggctccg
gaggecctccc
actggcaacc
gagggcaaca
gcctggggea
gatgtggcce
gtctgettcee
<210>11
<211> 4101

<212> ADN

cceetggtge
gtgatcgtgg
gtggcccecge
acagaggcat
gctctectgg
ctggctctge
ccectggtee
gacctcctgg
cacctcaaga
ttcgtgaccyg
acatccggag
tgtgccactc
tggatgccat
agcccagtgt
tctggttcgg
accctgccga
agaacatcac
tcaagaaggc
gcecgcecttcac
agacagtgat
ccttggacgt

tgtaa

<213> Homo sapiens

<400> 11

ES 2536 198 T3

tcectggtget
tgagactggt
cgg&ccccaa
aaagggtcac
tgaacaaggt
tggtgctcect
tcgeggtege
tcceectggt
gaaggctcac
tgacctcgag
cccagagggce
tgactggaag
caaagtcttc
ggcccagaag
cgagagcatg
tgtggccatc
ctaccactgc
cctgctcecte
ctacagcgtc
tgaatacaaa

tggtgccceca

cctggtgcecce
cctgcetggte
ggccececegtg
cgtggcttcet
ccctetggag
ggcaaagatg
actggtgatg
ccteccageg
gatggtggcc
gtggacacca
agccgcaaga
agtggagagt
tgcaacatgg
aactggtaca
accgatggat
cagctgacct
aagaacagcg
cagggctcca
actgtcgatg
accaccaéga

gaccaggaat

44

ctggccececgt
cecgeeggtece
gtgacaaggg
ctggcctceca
cctetggtece
gactcaacgg
ctggtecctgt
ctggtttcga
gctactaccg
ccctcaagag
acccecgcececg
actggattga
agactggtga
tcagcaagaa
tccagttcga
tcctgegect
tggcctacat
acgagatcga
gctgcacgag
ccteeegecet

tcggettega

tggcectget
tgtcggeecet
tgagacaggc
gggtcccecect
tgctggtece
tctcecectgge
tggtcccecece
cttcagcecttce
ggctgatgat
cctgagccag
cacctgcecegt
ccccaaccaa
gacctgegtg
ccccaaggac
gtatggcgge
gatgtccacc
ggaccagcag
gatccgcecgee
tcacaccgga

gcccatcatce

cgttggeceet -

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4200

4260

4320

4380

4395



atgctcagct
acatgccaat
cgtggagaaa
cctectggte
tatgatggaa
ccacctggtyg

§gtgaacctg

ttgtggatac
ctttacaaga
ggggtccacc
cacctggtcc
aaggagttgg
cagctégagc

gtcaaactgg

ES 2536 198 T3

gcggactttg
ggaaactgta
aggccececa
tcctggecce
acttggcect
cccaggecect

tcctgeaggt

ttgctgettg
agaaagggcc
ggcagagatg
cctggtcteg
ggaccaatgg
caaggtttce

gctecgtggtce

45

cagtaacctt
cagccggaga
gtgaagatgg
gtgggaactt
gcttaatggg
aaggacctgc

cagctggccc

atgcctageca

tagaggacca

tcccacagge

tgctgetceag

acctagaggce

tggtgagcect

tcetggcaag

60

120

180

240

300

360

420



gctggtgaag
ccacagggtg
ggacacaatg
cctggtgece
gagagaggac
ggtcecegtgg
cctggcccca
cccegtggtg
ggagcaaacg
cceggectece
gccagaggac
ggtgagcccg
agaggcccta
agtcctggtt
ggtagtcgtg
cctggggagce
cccgcetggaa
ggcceccgetg
actggtgatc
gctccaggtce
ggtggaaaag
tcaggtcccg
ctccctggte
ggtcctactg
aagggtgaac
ctcccaggag
ggtctcagag
gtaggtgccc
cctgectggte
ggccccaatg
agaggagcca

gctgctggcece

atggtcaccc
ctcgtggttt
gtctggatgg
ctggtgaaaa
gtgttggtgce
gtcctgetgg
agggtgaaat
aagtgggtct
gccttactgg
ctggaccceg
ttgttggtga
gctctgctgg
atggggaagc
ctegtggect
gtgcaagtgg
ctggtctcat
aagaaggtcc
gagcaagagg
ctggcaaaaa
ctgatggaaa
gtgaacaggg
ctggtgaagt
ctgctggtcece
gtcctattgg
ctggtgtggt
agaggggtgc
gtgaaattgg
ctggtectge
ctgctggtec
gatttgctgg
aagggcctaa

cagctggtcc

tggaaaaccc
ccctggaact
actgaaggga
tggaactcca
ccctggcecca
tcccattggg
tggagctgtt
tccaggcecte
tgccaagggt
cggtattcct
gcectggtceca
gccccaaggt
tggatctgcc
tcctggagcet
ccctgctgga
gggacccaga
tgtcggcectc
agagcctgge
cggtgataaa
caatggtgct
tceecgetggt
tggcaaacca
aagaggggaa
aagccgaggt
tggtgctgtg
tgctggcata
taaccctggce
tggagccaca
tcggggaage
tcctgctggt
gggtgaaaac

aaatggtccc

ES 2536 198 T3

ggacgacctg
cctggacttc
cagcccggtg
ggtcaaacag
gctggtgcecce
tctgetggece
ggtaacgctg
tccggeeceg
gctgctggcee
ggccecctgttg
gctggceteca
cctectggte
ggccctcecag
gatggcagag
gtccgaggac
ggtcttectg
cctggcatcg
aacattggat
ggtcatgctg
cagggacctc
cctccagget
ggagaaaggg
cgcggtcecce
ccttctggac
ggcactgctg
cctggaggca
agagatggtg
ggtgaccggg
cctggtgaac
gctgcetggte
ggtgttgttg

cceggtectg

46

gtgagagagg
ctggcttcaa
ctcectggtgt
gagcccgtgg
gtggcagtga
ctccaggcett
gtcctgetgg
ttggacctcc
ttceceggegt
gtgctgcegg
aaggagagag
ccagtggtga
gacctcctgg
ctggcgtcat
ctaatggaga
gttcecectgg
acggcaggcc
tcectggace
gtcttgctgg
ctggaccaca
tccagggtct
gcctccatgg
caggtgagag
ccccagggcece
gtccatctgg
agggagaaaa
ctegtggtge
gcgaagctgg
gtggtgaggt
aacctggtge
gtcccacagg

ctggaagtceg

agttgttgga
aggcattagg
gaagggtgaa
gcttcctgge
tggaagtgtg
cccaggtgcece
tcecegeeggt
tggtaatcct
tgetgggget
tgctactggt
cggtaacaag
agaaggaaag
gctgagaggt
gggcectect
tgctggtcecge
aaatatcggce
tggcccaatt
caaaggcccc
tgctcggggt
gggtgttcaa
gcctggcecce
tgagtttggt
tggtgctgee
tgatggaaac
tcctagtgga
gggtgaacct
ccectggtget
ggctgctggt
cggtcctgcet
taaaggagaa
cccegttgga

tggtgatgga

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

2280

2340



ggceccectg
tctggtattt
cctegtggtg
ggcttcgcetg
ccaggtecctce
gaacgtggtc
ggcectectg
cctggtgaag
caacccggac
ggtgcacctg
actggtccct
ccacaaggca
ggcttaaagg
caaggtgctc
cctgctggaa
ggccctcagg
ccaggtgtaa
cagcctcgcet
tctctcaaca
cgcacatgcce
gaccctaacc
gaaacctgta
aaggacaaga
aatgtagaag
gccaactatg
gaggagactg
gttgctgagg
acaaatgaat
ttccttgata

ggcccagtcet

<210>12

gtatgactgg
ctggccctcece
accaaggtcc
gtgagaaggg
agggtcttct
taccaggtgt
gggcccgtgg
ctggtcgtga
acaagggaga
gtcctcatgg
ctggtcctgt
ttecgtggcga
gacacaatgg
ctggcteegt
aagatggtcg
gccaccaagg
gcggtggtygg
cagcaccttc
accagattga
gtgacttgag
aaggatgcac
tcecgggecca
aacacgtctg
gagtgacttc
cctctcagaa
gcaacctgaa
gcaacagcag
ggggaaagac
ttgcaccttt

gtttcaaata

ES 2536 198 T3

tttceetggt
tggtccccct
agttggccga
tccctetgga
tggtgctcect
tgctggtgcet
tcctectggt
tggcaaccct
gcgcggttac
cccegtgggt
tggtcctgcet
taagggagag
attgcaaggt
gggtcctgcet
cactggacat
ccectgetgge
ttatgacttt
tctcagaccce
gacccttett
actcagccac
tatggatgct
acctgaaaac
gctaggagaa
caaggaaatg
catcacctac
aaaggctgtc
gttcacttac
aatcattgaa
ggacatcggt

a

gctgctggac
ggtcctgcetg
actggagaag
gaggctggta
ggtattctgg
gtgggtgaac
gctgtgggta
gggaacgatg
cctggcaata
cctgctggca
ggtgctgttg
cccggtgaaa
ctgcctggta
ggtcctaggg
cctggtacag
cceceetggte
ggttacgatg
aaggactatg
actcctgaag
ccagagtgga
atcaaagtat
atcccagceca
actatcaatg
gctacccaac
cactgcaaga
attctacagg
actgttcttg
tacaaaacaa

ggtgctgacc

47

ggaccggtcc
ggaaagaagg
taggtgcagt
ctgctggacc
gtctcectgg
ctggtectct
gtcctggagt
gtccecccagg
ttggtccegt
aacatggaaa
gcccaagagg
aggggcccag
tcgetggtcea
gcecectgetagg
ttggacctge
cceetggecee
gagacttcta
aagttgatgc
gctctagaaa
gcagtggtta
actgtgattt
agaactggta
ctggcagcca
ttgccttcat
acagcattge
gctctaatga
tagatggctg
ataagccatc

aggaattctt

cccaggaccce
gcttcgtggt
tggtcccect
tcctggceact
ctcgagaggt
tggcattgcece
caacggtgcet
tcgcgatggt
tggtgctgcea
ccgtggtgaa
tcctagtgge
aggtcttcct
ccatggtgat
tcecttetgge
tggcattcecga
tcctggacct
cagggctgac
tactctgaag
gaacccagct
ctactggatt
ctctactggc
taggagctcc
gtttgaatat
gcgcctgetg
atacatggat
tgttgaactt
ctctaaaaag
acgcctgcecece

tgtggacatt

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

3960

4020

4080

4101



ES 2536 198 T3

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

<400> 12

48



atgattcgce
cttecggtgte
ggagacatca
gaacaaggac
ggcagagatg
cctggtceccce
aaggctggtg
ggacctccag
cctggtgaac
aagcctggtg
ggtcctcagg
agaggttatc
gagagtégtt
ggtgaaagag
ccaggceccecg
gctcctggag
ggtcctcgeg
cctggaacag
gctcctggcet
ggcccgaaag
aagggagaac
aagagaggtg
ggtgctcecyg
cctggagage

cgtcctggag

ggtcctcaag

ccaggtcctce
gccgacggtg
ggtcttectg
gctggtgaac

zctectggte

tcggtgctcece
agggccagga
aggatattgt
ccagagggga
gagaacctgg
ctggtcttgg
gcgececcagtt
gcecctgecagg
Etggtgtctc
atgatggtga
gtgctcgtgg
caggcctgga
ccececgggtga
gacggactgg
cagggcctcc
ccaagggtga
gtgaacctgg
atggaattcc
tceectgggece
gtcagacggg
ctggccctge
ccegtggaga
gcaaccgcgg
gagggcccag
aacctggcect
gcaaagttgg
agggggctcg
agcctggcaa
gcaaagatgg
gaggcgagca

ccccaggtga

ccagtcgetg
tgtcecggeaa
aggacccaaa
tcgtggtgac
gacccctgga
tggaaacttt
gggagtaatg
tgctcctggg
tggtcccatg
agctggaaaa
tttcccagga
cggtgctaag
gaacggatct
ccectgetggce
gggtcctgte
agccggeccec
tactcctggg
tggagccaaa
acggggccect
tgaacctggt
tggcccccag
gcctggtgge
tttcccaggt
tggtcttget
tcctggagec
ccettetgga
tgggcagcecct
agctggtgag
tgagacaggt
gggtgctcct

aggtggaaaa

ES 2536 198 T3

gtgctgctga
ccaggaccaa
ggaéctcctg
aaaggtgaaa
aatcctggee
gctgcccaga
caaggaccaa
cctcaaggat
ggtcccegtg
cctggaaaag
accccaggcec
ggagaggcgg
ccgggcccaa
gctgcgggtyg
ggtcctgctg
actggtgccc
tccectggge
ggatctgctg
cctggceccectce
attgctggcet
ggagcccctg
gttgggccca
caagatggtc
ggccccaagg
cggggtctca
gcceccectggtg
ggtgtcatgg
aagggactgc
gctgcaggac
gggccatctg

ccaggtgacc

49

cgctgctcgt
agggacagaa
ggcctcaggg
aaggtgcccce
ccectggtece
tggctggagg
tgggccccat
ttcaaggcaa
gtcctectgg
ctggtgaaag
ttcctggtgt
gtgctcctgg
tgggtcctceg
cccgaggcaa
gtggtcctgg
gtggtcctga
ctgctggtgce
gtgctectgg
aaggtgcaac
tcaaaggtga
gacccgcectygg
tecggtccece
tggcaggtcc
gagccaacgg
ctggccgece
aagatggtcg
gtttcecectgg
ctggtgcectcce
ccectggecece
ggttccaggg

agggtgttcce

cgcecgetgte
aggagaacct
acctgcaggg
tggacctcgt
tceceggececece
atttgatgaa
gggacctcga
tcctggtgaa
tcececcectgga
gggtccgcct
caaaggtcac
tgtgaagggt
tggcctgect
cgatggtcag
ctteectggt
aggtgctcaa
ctccggtaac
cattgctggt
tggtcctctg
acaaggcccce
tgaagaaggc
tggagaaaga
caagggagcc
tgaccctgge
tggtgatgcet
teccetggacct
ccccaaaggt
tggtctgagg
tgctggaccet
aéttcctggc

cggtgaagct

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



ggagcccctg
ccecggtgeee
cccaaaggtg
ggaatgcctg
gttggtgaga
cccattggcce
ggtcctgcag
cccggaccag
gagcaaggag
ggagcacctg
caaggccccee
tccaatggeca
ggtgctcgag
gctggaccece
ccaccaggtc
ggtgagagag
cctggagcat
cctgcaggtg
ggcgctgcetg
cctgggecce
gaagctggtg
ggtcctcaag
aagggacacc
gaccaaggtg
ggtccctcetg
cgtggacgat
cctccaggtce
gagaagggcc
cagcatgacg
cgcagcccceg
caccctgagt

gccatgaagg

gcctegtggg
agggcctcca
catctggccec
gcgagagggg
aaggcectga
ccecetggece
gaagtgctgg
cgggétttgc
aggccggcca
ggcctcaggg
cgggagccac
accctggacc
gagacagcgg
ctggcgagaa
cccagggtet
gattccctgg
ctggagacag
aacctggacg
gagtcaaggg
ctggctcccecce
cacaaggccc
gccccagagg
gtggcttcac
cttctggtcc
gcaaagatgg
caggcgaaac
ccectggecce
ccgaccecect
ccgaggtgga
agggctcceg
ggaagagtgg

ttttctgcaa

tccecaggggt
gggtcccegt
agcaggcccece
agcagctggt
gégagcccct
agctggtgct
tgctcgtgge
tgggcctcect
gaaaggcgat
tcctactgga
tggattccct
cectggteccee
cceceectgge
gggagagect
ggctggtceag
cttgcctggce
aggtcctcect
égagggaagc
tgatcgtggt
tggcceceget
catgggacce
tgacaaagga
tggtctgcag
tgctggtcct
tgctaatgga
cggeccectget
tggcatcgac
gcagtacatg
tgccacactc
caagaaccct
agactactgg

catggagact

ES 2536 198 T3

gaacgaggtt
ggccteceeceg
cctggggcetce
atcgctgggce
ggaaaggatg
aacggcgaga
gctcegggtyg
ggtgctgatg
gctggtgecce
gtgactggtc
ggagctgcetg
cctggtcctt
cgagctggtg
ggagatgacg
agaggcatcg
ccgtegggtyg
ggccccgtgg
cceggtgetg
gagactggtg
ggtccaactg
tcaggaccag
gaggctggag
ggtctgeccg
tctggeccecta
atccctggcece
ggtcctecctg
atgtccgcect
cgggccgacce
aagtccctca
gctcgcacct
attgacccca
ggcgagactt

50

tcccaggtga
gcactcctgg
agggccectec
ccaaaggtga
gtggacgagg
agggagaagt
aacgtggaga
gccagectgg
ctggtectcea
ctaaaggagc
gccgegttgg
ctggaaaaga
aacccggcct
gtccctcetgg
tcggtctgece
agcccggcaa
gtcctecectgg
étggcccccc
ctgtgggagc
gcaagcaagg
ctggagceceg
agcctggcga
gccctecectgg
gaggtcctcc
ccattgggcece
gaaatcctgg
ttgctggett
aggcagcecgyg
acaaccagat
gcagagacct
accaaggctg

gcgtctacee

acgtggctct
cactgatggt
aggtcttcag
caggggtgac
cctgacaggt
tggacctcct
gactgggccc
ggccaagggt
gggcccctet
ccgaggtgece
acccccaggce
tggtcccaaa
ccaaggtcct
tgccgaaggt
tgggcaacgt
gcagggtgct
cctgacgggt
tggcagagat
tecctggagec
agacagagga
gggaatccag
gagaggcctg
tccttctgga
tggccecegtce
tcctggtecec
accceetggt
aggcccgaga
tggcctgaga
tgagagcatc
ggaactctgc
caccttggac

caatccagca

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



aacgttccca
ggagaaacca
actgccaacg
acctaccact
gccctgcetcea
acgtacactg
atcgagtace

ataggagggc
<210> 13
<211> 4401

<212> ADN

agaagaactg
tcaatggtgg
tccagatgac
gcaagaacag
tccagggcectce
;cctgaagga
ggtcacagaa

ccgagcagga

<213> Homo sapiens

<400> 13

ES 2536 198 T3

gtggagcagc
cttccatttc
cttcctacge
cattgcctat
caatgacgtg
tggctgcacg
gacctcacgce

attcggtgtg

aagagcaagg
agctatggag
ctgctgtcca
ctggacgaag
gagatccggg
aaacataccg
cteccccatca

gacatagggc

51

agaagaaaca
atgacaatct
cggaaggctc
cagctggcaa
cagagggcaa
gtaagtgggg
ttgacattgce

cggtctgcett

catctggttt
ggctcccaac
ccagaacatc
cctcaagaag
tagcaggtte
caagactgtt
acccatggac

cttgtaa

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4257



atgatgagct
attttggcac
gatagagatg
ctctgcgatg
tttggagaat
ggtcaaggac
ggtgaccctg
tgtgaatcat
aagtctggag
ccteceggtce
ggaccccctg
ataggtccat
gagcgaggat
ggtatgaaag
cctggattaa
ccaagagggyg
ggtaatgacg
gcecggattee
tcaaatggtg
ggtcctcectg

jctggeatte

ttgtgcaaaa
aacaggaagc
tctggaagcce
acataatatg
gttgtgcagt
ctcaaggccc
gtattccagg
gccctactgg
tagcagtagg
ccectggtac
gtgaacctgg
ctggtcctgce
tgcctggacce
gacacagagg
agggtgaaaa
ctcectggtga
gtgctcgagg
ctggatccece
cccctggaca
gcectectgg

ctggagctcc
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ggggagctgg
tgttgaagga
agaaccatgc
tgacgatcaa
ttgcccacag
caagggagat
acaaccaggg
tcctcagaac
aggactcgca
atctggtcat
gcaagctggt
tggéaaagat
tccaggtatc
cttcgatgga
tggtcttcca
gcgaggacgg
cagtgatggt
tggtgccaag
aagaggagaa
gattaatggt

tggactgatg

ctacttctceg
ggatgttccc
caaatatgtg
gaattagact
cctccaactg
ccaggccctce
tccectggtt
tattctccce
ggctatcctg
cctggttccce
ccttcaggece
ggagaatcag
aaaggtccag
cgaaatggag
ggcgaaaatg
ccaggacttc
caaccaggcc
ggtgaagttg
cctggacctce
agtcctggtg

ggagcccggg

52

ctctgcttca
atcttggtca
tctgtgactc
gcececaacce
ctcctactcg
ctggtattcce
ctcectggcece
agtatgattc
gaccagctgg
ctggatctcc
ctccaggacc
gtagacccgg
ctgggatacc
aaaagggtga
gégctcctgg
ctggggctge
ctcctggtcece
gacctgcagg
agggacacgce
gtaaaggcga

gtcctecagg

tcccactatt
gtcctatgeg
aggatccgtt
agaaattcca
ccctcectaat
tgggagaaat
ccctggaatc
atatgatgtc
ccececcaggce

aggataccaa

tcctggtget

acgacctgga
tggattccct
aacaggtgct
acccatgggt
aggtgctegg
tcctggaact
gtctectggt
tggtgctcaa
aatgggtcce

accagccggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



gctaatggtg
ggagagcccg
aaaggcgaag
gctgcaggag
ggagaaaagg
gctggagaac
agtccaggag
ggtcgaccag
cccggcececta
ggacctggcce
gggcctactg
caaggcttgce
ccaaagggtg
ggtgaacgtg
cctggtcecg
actcctggtce
ggtgacaagg
aggggtccta
gaaggtggtg
ggtgaaactg
cctggtggta
gttgcaggac
ggtgaacgtg
cctggtccte
aaggatggge
ggaccaaaag
ccaggagctc
ccaccaggca
gggaaaccag
cctggtetgg
ctteccaggtce

ggtgcccectg

ctcectggact
gaccacgtgg
atggcaégga
aaaggggtgce
gtcctgctgg
ctggcagaga
gaccaggaag
gtcctectgg
aaggaaatga
ctcagggtcc
ggcctggtgg
ctggtacagg
atgccggtge
gacctcctgg
aaggaggaaa
tgcaaggaat
gtgaaccagg
ctggtcctat
cceccecggact
gccctccagg
aaggagaaag
ccecctggagg
gcagtcctgg
ctggtagtaa
ccecaggtece
gtgatgctgg
caggcccact
tgccaggtcec
gagctaacgg
ctggtacagce
gagatggatc

gcgcetectgg

gcgaggtggt
tgaacgcggt
tggatcacct
ccctgggtte
agagcgtggt
tggcgtcect
tgatgggaaa
gccatctggt
tggtgctcct
tcctggaaag
tgacaaagga
tggtccteca
acctggagcet
attggcaggg
gggtgctgct
gcctggagaa
cggtccaggt
tggtcctcct
tccaggtata
acctgctggt
aggggctcecg
ttctggacct
tggacctggt
tggtaaccca
tgcgggtaac
ccaaccagga
tgggattgct
taggggaagc
tctcagtgga
tggtgaacct
tcctggtgge

tcatccggge
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gcaggtgagc
gaggctggca
ggagaacctg
cgaggacctg
gctccaggece
ggaggtccag
ccagggcctce
ccececgaggte
ggtaagaatg
aatggtgaaa
gacacaggac
ggagaaaatg
ccaggaggca
gcecccaggac
ggtcctcecectg
agaggaggtc
gctgatggtg
ggcccagctg
gctggacctc
ttccetggtg
ggtgagaaag
gctggtcctc
gctgctggcet
ggacccccag
actggtgctc
gagaagggat
gggatcactg
cctggeccce
gaacgtggtc
ggaagagatg
aagggtgatc

ccacctggtce

ctggtaagaa
ttccaggtgt
gtgcaaatgg
ctggaccaaa
ctgcagggcee
gaatgagggg
ccggaagtca
agcctggtgt
gagaacgagg
ctggacctca
ccectggtece
gaaaacctgg
agggtgatgce
ttagaggtgg
ggccacctgg
ttggaagtcc
tcccagggaa
gccagectgg
gtggtagccc
ctcctggaca
gtgaaggagg
ctggtcccca
tccetggtge
gtcccagegg
ctggcagcece
cgcectggtgce
gagcacgggg
agggtgtcaa
cccctggace
gaaaccctgg
gtggtgaaaa

ctgtcggtcece

53

tggtgccaaa
tccaggagct
gcttccagga
tggcatccca
cagaggagct
catgcccgga
aggagaaagt
catgggcttce
tggccctgga
gggaccccca
acaaggatta
ggaaccaggt
tggtgccect
agctggtccc

tgctgctggt

tggtccaaag

agacggccca
agataagggt
tggtgagaga
gaatggtgaa
ccctectgga
aggtgtcaaa
tcgtggtett
ttctccaggce
tggagtgtct
ccagggcccea
tcttgcagga
gggtgaaagt
ccagggtctt
atcagatggt
tggctetect

agctggaaag

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



agtggtgaca
tccegaggtg
ggagctgctg
ccaggcecctg
cctgttggac
ggaccaccag
ccagggcaac
ggagccgctg
ggagatgaac
gttaatggac
aactgcégag
cctaaccaag
acatgcataa
gctgagaaga
ggcaatcctg
tccagccgag
caggcqagtg
aaggctgaag
actggggaat
attgtagata

ggcecctgttt

<210> 14
<211> 5848
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

gaggagaaag
ctcctggtce
gcatcaaagg
ctggtcagca
ccagtggacc
ggcctcgagg
caggccctcec
ccattgctgg
caatggattt
aaatagaaag
acctgaaatt
gatgcaaatt
gtgccaatcc
aacacgtttg
aacttcctga
cttcccagaa
gaaatgtaaa
gaaatagcaa
ggagcaaaac
ttgcacccta

gctttttata
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tggccctgcet
tcaaggccca
acatcgagga
gggtgcaatc
tcctggcaaa
taacagaggt
tggacctcct
gattggaggt
caaaatcaac
cctcattagt
ctgccatcct
ggatgctatc
tttgaatgtt
gtttggagag
agatgtcectt
catcacatat
gaaggccctg
attcacctac
agtctttgaa
tgacattggt

a

ggccctgetg
cgtggtgaca
ttccctggta
ggcagtccag
gatggaacca
gaaagaggat
ggtgcccectg
gaaaéagctg
accgatgaga
cctgatggtt
gaactcaaga
aaggtattct
ccacggaaac
tccatggatg
gatgtgcagc
cactgcaaaa
aagctgatgg
acagttctgg
tatcgaacac

ggtcctgate

<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada artificialmente

<400> 14

54

gtgctccegg
aaggtgaaac
atccaggtge
gacctgcagg
gtggacatcc
ctgagggcte
gtecttgetg
gcggttttge
ttatgactte
ctcgtaaaaa
gtggagaata
gtaatatgga
actggtggac
gtggttttca
tggcattcct
atagcattgc
ggtcaaatga
aggatggttg
gcaaggctgt

aagaatttgg

tcctgetggt
aggtgaacgt
cccaggttct
ccccagagga
aggtcccatt
cccaggccac
tggtggtgtt
cccgtattat
actcaagtct
cccegcectaga
ctgggttgac
aactggggaa
agattctagt
gtttagctac
tcgacttcte
atacatggat
aggtgaattc
cacgaaacac
gagactacct

tgtggacgtt

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

4401



cgatgtacgg
aattacgggg
aaatggcceg
tgttcccata
gtaaactgce

cgtcaatgac

gccagatata
tcattagttc
cctggctgac
gtaacgccaa
cacttggcag

ggtaaatggc
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cgcgttgaca
atagcccata
cgcccaacga
tagggacttt
tacatcaagt

ccgectggea

ttgattattg
tatggagttc
cececeegecca
ccattgacgt
gtatcatatg

ttatgcccag

55

actagttatt
cgcgttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtacgc

tacatgacct

aatagtaatc
aacttacggt
taatgacgta
agtatttacg
ccectattga

tatgggactt

60

120

180

240

300

360



tcctacttgg
gcagtacatc
cattgacgtc
taacaactcc
aagcagagct
ggagaacttc
attcatgtta
cttgtatcac
accattgtct
gcatttgtaa
ctaatcactt
gagaacaatt
gcgtggaaat
tttatggtta
gggcccctet
gctggeggee
gcceetecce
aaaatgagga
tggggcagga
tcegeggtgt
agaagtatgc
cccatcecege
ttttttat;t
ggaggetttt
ttgtattgta
accattacga
taaacaaaat
acctttaaag
agctcatttt
ggcaagtaaa
gaatcaacca

cacgttttte

cagtacatct
aatgggcgtg
aatgggagtt
gccccattga
ctctggctaa
agggtgagtt
tatggagggg
catggaccct
cctcttattt
cgaattttta
ttttttcaag
gttataatta
attcttattg
caatgatata
gctaaccatg
gccttctaga
cgtgecttece
aattgcatcg
cagcaagggg
ggaatgtgtg
aaagcatgca
ccctaactcece
atgcagaggc
ttggaggcct
gcagtatcac
aatgaattta
ttagtaatta
gacagaatta
cttgccaaaé
gtagacatgg
ggccacctca

ccagaaattg

acgtattagt
gatagcggtt
tgttttggca
cgcaaatggg
ctagagaacc
tggggaccct
gcaaagtttt
catgataatt
tcttttcatt
aattcacttt
gcaatcaggg
aatgataagg
gtagaaacaa
cactgtttga
ttcatgectt
gcctcgactg
ttgaccctgg
cattgtctga
gaggattggg
tcagttaggg
tctcaattag
gcccagttcce
cgaggccgcec
aggcttttge
aaaatatggg
aatattttca
tgggtcgaaa
atatagttct
gtttggatga
tttggatagt
gactctttgt

atttggggaa
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catcgctatt
tgactcacgg
ccaaaatcaa
cggtaggcegt
cactgttaac
tgattgttct
cagggtgttg
ttgtttcettt
ttctgtaact
tgtttatttg
tatattatat
tagaatattt
ctacatcctg
gatgaggata
cttcttttte
tgccttctag
aaggtgccac
gtaggtgtca
aagacaatag
tgtggaaagt
tcagcaacca
gcccattctce
tcggectcetg
aaaaaagctg
tattggtaaa
acgaatgact
aacttggttt
cagtagagaa
tgccttaaga
cggaggcagt
gacaaggatc

atataaactt

56

accatggtga
ggatttccaa
cgggacttte
gtacggtggg
tggcttatcg
ttcttttteg
tttagaatgg
cactttctac
ttttcgttaa
tcagattgta
tgtacttcag
ctgcatataa
gtcatcatcc
aaatactctg
c£acagctcc
ttgccagceca
tcccactgte
ttctattctg
caggcatgct
ccccaggcetce
tagtcccgee
cgccccatgg
agctattcca
cagatggtac
aatggtgatt
actacttcat
tcaattcctg
ctcaaagaac
cttattgaac
tctgtttace
atgcaggaat

ctcccagaat

tgcggttttg
gtctccacce

caaaatgtcg

‘aggtctatat

aaattgtcga
ctattgtaaa
gaagatgtcc
tctgttgaca
actttagcett
agtactttct
cacagtttta
attctggcectg
tgcctttcte
agtccaaacc
tgggcaacgt
tctgttgttt
ctttcctaat
gg9g9g9g9tgggg

ggggaggatc

cccagcaggce
cctaactcceg
ctgactaatt
gaagtagtga
gaccattaaa
taccatggcce
cagtagaagg
agaagaatcg
caccacgagg
aaccggaatt
aggaagccat
ttgaaagtga

acccaggcegt

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

2280



cctctetgag
agactaaaga
aaatataaaa
ttagattcca
‘aaacctgttt
acattctact
attgctaagt
ttacaccaca
aacctttata
caggcataga
aatttgtaaa
tcagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
attctagttg
gaattcaacg
cctggecgtta
agcgaagagg
cgcctgatge
actctcagta
cccgetgacyg
accgtctecg
acgaaagggc
ttagacgtca
ctaaatacat
atattgaaaa
tgcggcattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggcgeg
ctattctcag

catgacagta

gtccaggagg
tcecgtgacat
tttttaagtg
acctatggaa
tgctcagaag
cctccaaaaa
tttttgagtc
aaggaaaaag
agtaggcata
gtgtctgcta
ggggttaata
cacatttgta
acataaaatg
ataaagcaat
tggtttgtce
tacgtagctt
cccaacttaa
cccgcaccga
ggtattttct
caatctgctc
cgcecctgacg
ggagctgcat
ctcgtgatac
ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgccttectg
ttgggtgcac
tttcgccceg
gtattatccc
aatgacttgg

agagaattat

aaaaaggcat
aattggacaa
tataatgtgt
ctgatgaatg
aaatgccatc
agaagagaaa
atgctgtgtt
ctgcactgct
acagttataa
ttaataacta
aggaatattt
gaggttttac
aatgcaattg
agcatcacaa
aaactcatca
ggcactggcc
tEgccttgca
tcgcecttee
ccttacgcat
tgatgccgca
ggcttgtctg
gtgtcagagg
gcctattttt
ttcggggaaa
atccgcteat
tgagtattca
tttttgctca
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacgce
ttgagtactc

gcagtgctge
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caagtataag
actacctaca
taaactactg
ggagcagtgg
tagtgatgat
ggtagaagac
tagtaataga
atacaagaaa
tcataacata
tgctcaaaaa
gatgtatagt
ttgctttaaa
ttgttéttaa
atttcacaaa
atgtatctta
gtcgttttac
gcacatcccece
caacagttgc
ctgtgcggta
tagttaagcc
ctccecggeat
ttttcaccgt
ataggttaat
tgtgcgcgga
gagacaataa
acatttccgt
cccagaaacg
catcgaactg
tccaatgatg
cgggcaagag
accagtcaca

cataaccatg

57

tttgaagtct
gagatttaaa
attctaattg
tggaatgcct
gaggctactg
cccaaggact
actcttgett
attatggaaa
ctgttttttc
ttgtgtacct
gccttgacta
aaacctccca
cttgtttatt
téaagcattt
tcatgtctgg
aacgtcgtga
ctttcgecag
gcagcctgaa
tttcacaccg
agccccgaca
ccgcttacag
catcaccgaa
gtcatgataa
acccctattt
ccctgataaa
gtcgecctta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caacteggtce
gaaaagcatc

agtgataaca

acgagaagaa
gctctaaggt
tttgtgtatt
ttaatgagga
ctgactctca
ttccttcaga
gctttgcetat
aatattctgt
ttactccaca
ttagcttttt
gagatcataa
cacctccececce
gcagcttata
ttttcactge
gcccatcgat
ctgggaaaac
ctggegtaat
tggcgaatgg
catatggtgce
cccgceccaaca
acaagctgtg
acgcgcgagg
taatggtttc
gtttattttt
tgcttcaata
ttcecettttt
taaaagatgc
gcggtaagat
aagttctgcet
gcegcataca
ttacggatgg

ctgcggccaa

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
3960
4020
4080
4140

4200



cttacttctg
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agccggtgag
ccgtatcegta
gatcgctgag
atatatactt
cctttttgat
agaccccgta
ctgcttgcaa
accaactcett
tctagtgtag
cgctctgcta
gttggactca
gtgcacacag
gcattgagaa
cagggtcgga
tagtcctgtce
ggggcggage
ctggectttt
taccgcettt
agtgagcgag
gattcattaa
cgcaattaat
ggctcgtaté

ccatgattac

<210>15

acaacgatcg
actcgccttg
accacgatgce
actctagcett
cttctgeget
cgtgggtctc
gttatctaca
ataggtgcct
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
tttccg;agg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagcecttgg
agcgccacgce
acaggagagc
gggtttcgcec
ctatggaaaa
gctcacatgt
gagtgagctg
gaagcggaag
tgcagcetgge
gtgagttagc
ttgtgtggaa

gaatttegta
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gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cceggcaaca
cggcccttece
gcggtatcat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatccc
aaggatcttc
caccgctacc
taactggctt
gccéccactt
cagtggctéc
taccggataa
agcgaacgac
ttccecgaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa
tctttecctge
ataccgctcg
agcgcccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagegg

cgaagctt

ggagctaacc
accggagctg
ggcaacaacg
attaatagac
ggctggcetgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt
cagcagagcg
caagaactct
tgccagtggce
ggcgcagegg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttccaggg
tgagcgtcga
cgcggcecttt
gptatcccct
ccgcagcecga
acgcaaaccg
tceegactgg
ggcaccccag

ataacaattt

58

gettttttge
aatgaagcca
ttgcgcaaac
tggatggagyg
tttattgctg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
ttttegttec
ttttttctgce
tgtttgccgg
cagataccaa
gtagcaccgce
gataagtcgt
tcgggctgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcct
tttttgtgat
ttacggttcc
gattctgtgg
acgaccgagc
ccteteeeeg
aaagcgggca
gctttacact

cacacaggaa

acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagcecte
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagcgtc
gcgtaatctg
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg

cggggggtte

tacagcgtga

cggtaagcgg

ggtatcttta
gctegtcagg
tggccttttg
ataaccgtat
gcagcgagtc
cgcgttggcece
gtgagcgcaa
ttatgcttcc

acagctatga

4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
50490
5100
5160
5220
5280
5340
5400
546Q
5520
5580
5640
5700
5760
5820

5848



<211> 698

<212> ADN

<213> Artificial

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

<400> 15

ggcegecace
ctacctggaa
ggtcatgtgt
tggcgetgte
tgctggtccc
tctceectggt
tgéagacctt
gcgtggtgtg
caacgatggt
tggccttcag
cagaggtgat

tctgaccggce

atgctgctct
gcagaaatga
agctcagtgg
ggtcctgetg
gctggcgaga
cctgcetggtce
ggcgcccctg
caaggtcccc
gctaagggtg
ggaatgcctg
gctggtcccea

cccattcacc

tcectectcete
agacctactc
agtccggaaa
gcaaagatgg
gaggtgaaca
ctccaggtga
gccectetgg
ctggtcctge
atgetggtgc
gtgaacgtgg
aaggtgctga

accaccacca

tgcactggte
ccacagaaca
ggétggagag
agaggctgga
aggccctgcet
agcaggcaaa
agcaagaggc
tggtcccega
ccctggaget
tgcagctggt
tggctctect

ccactagt

59

ctgctcacac
atgcccagtg
cgaggtgtte
gctcagggac
ggctcceecg
cctggtgaac
gagagaggtt
ggggccaacg
cceggtagee
cttcecagggce

ggcaaagatg

agcccecctggg
cttgcaccct
ccggacccece
cccctggecee
éattccaggg
agégtgttcc
tceetggega
gggctcccgg
agggcgecccece

ctaagggtga

gcgtecgtgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

698
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina recombinante que tiene una estructura de hélice triple, que comprende una proteina codificada por
un polinucleétido que comprende (i) a (v) a continuacion en orden desde el terminal amino:

(i) un gen de dominio de péptido de sefializacion de colectina humana;

(i) un gen de domino rico en cisteina de colectina humana;

(iii) un gen de dominio de colageno de colageno humano;

(iv) un gen de dominio de cuello de colectina humana; y

(v) un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de colectina humana.

2. La proteina recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicacion 1, en donde el gen del
dominio de péptido de sefializacién de la colectina humana es un gen de dominio de péptido de sefializacion de una
proteina D surfactante humana (SP-D) y es un polinucleétido que consiste de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID
NO: 4.

3. La proteina recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicacion 1, en donde el gen del
dominio rico en cisteina de colectina humana es un gen de dominio rico en cisteina de proteina D surfactante
humana (SP-D) y es un polinucleétido que consiste de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 5.

4. La proteina recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicacion 1, en donde el gen de
dominio de cuello de la colectina humana es un gen de dominio de cuello de lectina de enlazamiento al manano
humana (MBL) y es un polinucleétido que consiste de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 6.

5. La proteina recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicacién 1, en donde el gen de
dominio de reconocimiento de carbohidratos de la colectina humana es un gen de dominio reconocimiento de
carbohidratos de la lectina de enlazamiento a manano humana (MBL) y es un polinucleétido que consiste de la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 7.

6. La proteina recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicacién 1, en donde el gen de
dominio de colageno humano

i) comprende al menos uno o mas tipos de genes de dominio de colageno de colagenos humanos de cadena a o

i) es un gen de dominio de colageno de un colageno tipo | humano que consiste de un colageno humano de cadena
a.

7. La proteina recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicaciéon 6, en donde el gen de
dominio del colageno de un colageno humano de cadena a es un polinucleétido que consiste de la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID NO: 8.

8. La proteina recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicacion 1, que comprende una
proteina que consiste de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

9. La proteina recombinante que tiene una estructura de hélice triple de la reivindicacion 1, en donde el
polinucleétido es un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 3.

10. Un método para producir una proteina que tiene una estructura de hélice triple, en donde el método comprende
las etapas de:

() introducir un vector en un polinucleétido que comprende de (i) a (v) a continuaciéon en orden desde el terminal
amino:

(i) un gen de dominio de péptido de sefializacion de colectina humana;
(ii) un gen de domino rico en cisteina de colectina humana;

(iii) un gen de dominio de colageno de colageno humano;

(iv) un gen de dominio de cuello de colectina humana; y

(v) un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de colectina humana;
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(b) transformar una célula anfitriona por introduccién genética utilizando el vector; y

(c) cultivar o hacer crecer el transformante, y recolectar una proteina que tiene una estructura de hélice triple a partir
de la célula o de su sobrenadante de cultivo.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde el gen de dominio de péptido de sefializaciéon de colectina humana
es un gen de dominio de péptido de sefializacion de proteina D surfactante humana (SP-D) y es un polinucleétido
consistente de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 4.

12. El método de la reivindicacién 10, en donde el gen de dominio rico en cisteina de colectina humana es un gen de
dominio rico en cisteina de proteina D surfactante humana (SP-D) y es un polinucleétido que consiste de la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 5.

13. El método de la reivindicacién 10, en donde el gen de dominio de cuello de la colectina humana es un gen de
dominio de cuello de la lectina de enlazamiento a manano humana (MBL) y es un polinucleétido que consiste de la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 6.

14. El método de la reivindicacion 10, en donde el gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de la
colectina humana es un gen de dominio de reconocimiento de carbohidratos de la lectina de enlazamiento a manano
humana (MBL) y es un polinucleétido que consiste de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 7.

15. El método de la reivindicacion 10, en donde el gen de dominio de colageno de colageno humano

i) comprende al menos uno o mas tipos de genes de dominio de colageno de colagenos humanos de cadena a o

i) es un gen de dominio de colageno de colageno tipo | humano que consiste de un colageno humano de cadena a.

16. El método de la reivindicacién 15, en donde el gen de dominio de colageno de un colageno humano de cadena a
es un polinucleétido que consiste de nucleétidos de SEQ ID NO: 8.

17. El método de la reivindicacién 10, en donde el vector usado en la etapa (a) es pNC1 de SEQ ID NO: 2 o
pDC6/CF de SEQ ID NO: 9.
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Mini-Colageno TipoI/J
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Mini-Colageno Tipo |
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células que expresan mini-colageno  PNC1/Mini-colageno Tipo I-21
I culivo *1)

solucion en culiivo celular

centrifugacion  (*2)

cbhils sobrenadante de culivo: 1.4 L
adicion (*3)

ajuste de pH (xd)
concentracion  (+5)
sobrenadante de culivo concentrado
cenfrifugacion  (*2)
1

precipitado sobrenadante
diaisis  (#6)
adicion  (*7}
centrifugacion  (*2)

precipitado sobrenadante

digisis  (*8) i purificacion (#9)
fofiizacion eluir
proteina digisis  (+10)

purificada 7-7 mg concentracion  (*11)

mini-celagene purificado
solbke enagua @ 2.5 mg

FIG. 3
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células que expresan celulas que expresan
mini-colageno mini<colageno

| cutivo (1) | cutive (1)
solucion en cultivo celular solucion en cultivo celular

centrifugacion  {*2) | centrifugacion  (*2)
: sobrenadante : :
ceulas  decatwo:  1.87 L celiles sobrenadante de cultivo

gjuste (*3)
centrifugacion  (+4)

—|
. sobrenadante
precipitado decutvo  1.35

sobrenadante de cultivo - 4 93 |
| concentracion  (+5)
sobrenadante de cultivo concentrado: 320 mL
ajuste (=6)
centrifugacion  (*7)
1
precipitado sobrenadante
adicion  (+8)
diaisis  (»3)
cenfrifugacion  (+7)

1

precipitado sobrenadante

adicion =10}

dialisis  (+8)

mini-colageno purificado (MC-SAL) ¢ 3.3 mg

FIG. 12
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celulas que expresan mini-colageno  células que expresan mini-colageno

cultivo 1) | cuttivo ()
solucion en cultivo celular solucion en cuttivo celular
centrifugacion («2) centrifugacion  (+2)
ggbésrﬁﬁg:ante 1471 células sobrenadante de cultivo: células
' ajuste (*3)
centrifugacion (x4}

_ -

— ggbcre;rl?ﬁg:ante — precupnago

sobrenadante de cultivo: 3. 22 L

! concentracion (+5)

sobrenadante de cultivo concentrado.: 320 mi
ajuste (*6) '

centrifugacion (1)

i
sobrenadante 320 mL precipitado
adicion  (*8)
centrifugacion (+7)
sobrenadante : 320 wL

concentracion («9)
centritugacion  (x7)

. )
sobrenadante : 56 mL precipitado

dialisis  (x10)
adicion  («8)
centritugacion  +7)

sobirenadame 86 ml ;recipitado
| - purificacion 1)
elur * 9w (primer pico) -
| diaisis 12
mini-colageno purificado (MC-Han) : 3.9 mg

FIG. 13
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FIG. 15
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FIG. 16
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